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Bakteri Metanotrof untuk Aplikasi di Industri Biofuel. SKRIPSI. Dosen Pembimbing: 
Tunjung Mahatmanto, STP, M.Si, Ph.D 
RINGKASAN 
Konsumsi bahan bakar fosil meningkat akibat pemenuhan kebutuhan di segala sektor 
industri dan kegiatan masyarakat. Pemanfaatan bahan bakar juga menghasilkan gas 
rumah kaca yang menyebabkan pemanasan global. Dengan memanfaatkan bahan bakar 
alternatif yaitu biofuel, kebutuhan bahan bakar dapat diimbangi dan kenaikan suhu Bumi 
diatas 2°C dapat dihindari. Salah satu tantangan dalam produksi biofuel adalah bahan baku 
berbasis lignoselulosa yang relatif mahal dan melibatkan proses konversi awal yang rumit. 
Oleh karena itu, pemanfaatan metana yang jumlahnya melimpah di lingkungan dapat 
menjadi peluang baru bagi industri biofuel. Metana dihasilkan dari limbah industri, 
peternakan, pertanian, serta aktivitas pertambangan dan perminyakan. Mikroorganisme 
yang secara alami dapat mengonversi metana adalah bakteri metanotrof. Metana 
merupakan sumber karbon utama bagi bakteri metanotrof untuk pertumbuhannya dan 
dapat menghasilkan berbagai macam senyawa antara di sepanjang jalur metabolismenya. 
Oleh karena itu, tulisan ini membahas tentang jenis bakteri metanotrof yang dapat 
dimanfaatkan untuk produksi biofuel, jalur metabolisme bakteri metanotrof dalam 
mengonversi metana menjadi produk yang diinginkan, dan rekayasa metabolisme yang 
dapat dilakukan untuk meningkatkan produktivitas bakteri metanotrof. Tantangan yang 
dihadapi dalam rekayasa metabolisme bakteri metanotrof adalah donor elektron bagi enzim 
pMMO dan komponen transport elektron yang belum lengkap diketahui, jalur asimilasi 
metana yang beragam, serta pemanfaatan metanol sebagai sumber karbon yang perlu 
dipelajari mendalam. Rekayasa metabolisme yang berpotensi dilakukan untuk produksi 
biofuel oleh bakteri metanotrof adalah dengan pemanfaatan jalur fosfoketolase untuk 
meningkatkan rendemen lipid, inhibisi metanol dehidrogenase untuk meningkatkan 
produksi metanol, serta insersi gen spesifik untuk mengkode enzim dalam jalur 
metabolisme baru untuk menghasilkan produk yang diinginkan. 
 







NATASHA PARAMITHA EFFENDY. 175100507111015. The Potential Use and 
Development of Methanotrophic Bacteria for Application in Biofuel Industry. 
UNDERGRADUATE THESIS. Supervisor: Tunjung Mahatmanto, STP, M.Si, Ph.D 
SUMMARY 
Consumption of fossil fuels increases due to the fulfillment of needs in all industrial sectors 
and community activities. Utilization of fuel also produces greenhouse gases that cause 
global warming. By utilizing biofuel, the need of fuel can be fullfilled and the raise of Earth's 
temperature above 2°C can be avoided. One of the challenges in biofuel production is that 
lignocelullose-based feedstocks are relatively expensive and involve a complicated initial 
conversion process. Therefore, the use of methane, which is abundanly found in 
environment, will be the new opportunity for biofuel industry. Methane is produced from 
industrial waste, livestock, agriculture, mining and oil activities. Microorganisms that can 
naturally convert methane are methanotrophic bacteria. Methane is the main carbon source 
for methanotrophic bacteria and it produces various intermediates compounds along their 
metabolic pathways. Therefore, this paper discusses the types of methanotrophic bacteria 
that can be used for biofuel production, metabolic pathways of methanotrophic bacteria in 
converting methane into the desired product, and metabolic engineering that can be done 
to increase the productivity of methanotrophic bacteria. The challenge in metabolic 
engineering of methanotrophic bacteria are electron donors for pMMO enzymes and 
electron transport components that are not yet fully known, diverse methane assimilation 
pathways, and the use of methanol as a carbon source. The metabolic engineering 
techniques that can be used for biofuel production is utilizing the phosphoketolase pathway 
to increase lipid yield, inhibition of methanol dehydrogenase to increase methanol 
production, and insertion of specific genes to encode the new metabolic pathways to 
produce biofuel. 
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1.1      Latar Belakang 
Pada era revolusi industri 4.0, automatisasi dan penggunaan teknologi kian 
meningkat. Kemajuan teknologi yang pesat menyebabkan peningkatan permintaan energi 
yang tinggi dalam skala global (Gautam et al., 2020). Selain itu, ledakan penduduk dalam 
skala global diprediksi akan mencapai 8,3 miliar pada tahun 2030 (Lalman et al., 2016). 
Dengan jumlah penduduk yang diprediksi akan meningkat pesat, pemenuhan kebutuhan 
primer, sekunder, maupun tersier juga akan meningkat. Kebutuhan masyarakat yang 
meningkat berbanding lurus dengan aktivitas produksi di industri. Aktivitas produksi di 
industri umumnya menggunakan bahan bakar fosil sebagai sumber energi. Bahan bakar fosil 
berkontribusi sebanyak 84% kebutuhan energi dunia (Asongu et al., 2020). Secara spesifik, 
industri kimia merupakan industri yang menyediakan bahan baku maupun energi untuk 
menunjang aktivitas produksi di industri lainnya. Bahan kimia yang sederhana hingga 
kompleks didapatkan dengan mengolah bahan bakar fosil. Aplikasi dari bahan kimia yang 
dihasilkan digunakan dalam produksi pelarut, polimer, obat-obatan, bahan bakar kendaraan 
bermesin, serta sumber energi pada aktivitas produksi (Becker dan Wittmann, 2015). 
Salah satu masalah dari ketersediaan bahan bakar fosil yaitu jumlahnya terbatas dan 
kerusakan lingkungan yang ditimbulkan. Dengan peningkatan jumlah penduduk yang pesat, 
kebutuhan akan bahan bakar fosil dan minyak juga meningkat. Untuk memulihkan cadangan 
sumber fosil dan minyak Bumi, dibutuhkan waktu 20, 50, hingga 100 tahun (Lawan 
Muhammad, 2018). Konsumsi bahan bakar fosil yang berasal dari batu bara mengalami 
peningkatan hingga 43.752 TWh atau 45,105% selama 1 dekade terakhir. Konsumsi minyak 
Bumi dan gas alam sebagai bahan bakar fosil mengalami peningkatan masing-masing 
53.620 dan 39.292 TWh (Asongu et al., 2020). Jumlah bahan bakar fosil telah mengalami 
krisis sejak 1970 dan diprediksi dapat habis dalam 50 tahun mendatang  (Gautam et al., 
2020). Hal ini didukung dari teori dan grafik Hubert yang telah berhasil memprediksi kondisi 
krisis pada tahun 1970. Walaupun produksi bahan bakar fosil meningkat 50% selama 1 
dekade terakhir, produksi bahan bakar fosil diprediksi akan berkurang sebesar 6,59 juta 
barrel per tahun hingga 2030. Hal ini disebabkan oleh peningkatan konsumsi bahan bakar 
fosil setiap tahunnya yang memakan hampir 60% dari total produksi setiap tahun. Oleh 
karena itu, eksplorasi dan pemanfaatan bahan bakar alternatif (biofuel) diharapkan dapat 
mengimbangi konsumsi bahan bakar fosil di dunia.  
Masalah besar yang ditimbulkan oleh bahan bakar fosil adalah pemanasan global. 
Hasil pembakaran bahan bakar fosil merupakan penyumbang utama zat rumah kaca, 
penyebab pencemaran lingkungan, hujan asam, dan perubahan iklim pada jangka panjang. 
Peningkatan suhu Bumi mencapai 1,5–2 °C setiap tahunnya. Menurut (Rempel, A. dan 
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Gupta, J., 2021), pengurangan produksi bahan bakar fosil 6% per tahun hingga tahun 2030 
perlu dilakukan untuk menjaga kenaikan suhu Bumi di suhu 1,5°C. Oleh karena itu, 
pengembangan biofuel perlu dilakukan untuk memenuhi hasil pengurangan produksi bahan 
bakar fosil serta solusi terhadap pemanasan global (Becker dan Wittmann, 2015). 
Salah satu masalah besar yang dihadapi oleh industri biofuel adalah biaya bahan 
baku yang sangat tinggi. Biaya bahan baku mencapai 50-70% dari total biaya produksi 
produk biofuel. Oleh karena itu, biaya bahan baku perlu dikurangi sehingga menghasilkan 
produk akhir yang memiliki harga jual yang lebih murah. Selain itu, biomassa yang akan 
digunakan dalam produksi biofuel harus bersifat mudah didapatkan, terbarukan, dan aman 
bagi lingkungan. Sumber daya karbon berupa gas alam yang jumlahnya paling melimpah 
yaitu gas metana dengan total 80-95% dari total gas alam yang ada di Bumi. Emisi gas 
metana per tahun mencapai 15, 75, hingga 100 juta ton (Axelsson et al., 2012). Metana 
memiliki harga beli yang lebih murah karena ketersediaannya yang melimpah. Dengan 
ketersediaannya yang mudah didapatkan, metana disebut sebagai bahan baku karbon yang 
berpotensi sebagai kunci kehidupan di masa yang akan datang. Umumnya, metana 
dihasilkan oleh limbah industri, peternakan, pertanian, serta aktivitas pertambangan dan 
perminyakan. Metana memiliki dua kali lebih banyak elektron tersedia dibandingkan sumber 
lainnya yang umumnya tersusun atas monomer glukosa. Metana memiliki tingkat reduksi 
yang lebih tinggi dibandingkan glukosa maupun substrat yang memiliki 1 karbon seperti 
metanol atau format. Oleh karena itu, metana berpotensi untuk dijadikan bahan baku untuk 
memproduksi biofuel.  
Dalam mengonversi metana, keterlibatan mikroorganisme dapat digunakan untuk 
memanfaatkan metabolismenya. Mikroorganisme yang menggunakan metana sebagai 
sumber karbon dan dapat secara alami mengonversi metana adalah bakteri metanotrof. 
Bakteri metanotrof berperan penting dalam oksidasi dan asimilasi senyawa metana dan 
dapat dimanfaatkan dalam proses produksi biofuel. Biokonversi metana menjadi metanol 
dengan metanotrof terbukti memiliki efisiensi yang tinggi yaitu mencapai 75%, sedangkan 
konversi metana dengan dengan proses kimiawi hanya mencapai 20-50% (Axelsson et al., 
2012). Bakteri metanotrof dalam produksi bahan bakar alternatif digunakan sebagai 
biokatalis sehingga konversi karbon pada suhu lingkungan dan tekanan atmosfer dapat 
dilakukan dengan efisiensi yang tinggi. Namun, bakteri metanotrof galur murni yang ada di 
alam memiliki beberapa kekurangan yaitu tingkat asimilasi metana yang masih terbilang 
rendah, produktivitas yang rendah, dan produk-produk antara yang dihasilkan banyak namun 
dalam jumlah yang sedikit (Axelsson et al., 2012).  
Studi ini dilakukan untuk mencari galur dan mengembangkan bakteri metanotrof 
untuk aplikasinya di industri biofuel. Rekayasa genetika dan jalur metabolisme dapat menjadi 
solusi untuk mengatasi beberapa kekurangan dari galur murni bakteri metanotrof. Studi ini 
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diharapkan akan memberikan wawasan dan pengetahuan baru terhadap pemanfaatan 
bakteri metanotrof dan sumber bahan baku yaitu metana dalam aplikasi industri biofuel. Oleh 
karena itu, dilakukan tinjauan lebih lanjut terhadap jenis bakteri metanotrof, jalur 
metabolisme, dan teknik rekayasa genetika dalam pengembangannya di industri biofuel.   
1.2      Perumusan Masalah 
Berdasarkan gambaran di atas, maka masalah yang akan dipaparkan dalam kajian 
ini dirumuskan dalam beberapa pertanyaan, yaitu: 
1. Apa jenis bakteri metanotrof yang berpotensi dan dapat dikembangkan untuk 
aplikasi pada industri biofuel? 
2. Bagaimana proses dan mekanisme bakteri metanotrof dalam mengkonversi 
metana menjadi produk yang diinginkan pada industri biofuel? 
3. Apa teknik rekayasa genetika dan jalur metabolisme yang dapat dilakukan 
pada bakteri metanotrof untuk memproduksi biofuel? 
1.3      Tujuan 
Tujuan kajian review ini adalah sebagai berikut: 
1. Mengetahui jenis bakteri metanotrof yang berpotensi dan dapat 
dikembangkan untuk aplikasi pada industri biofuel. 
2. Mengetahui proses dan mekanisme bakteri metanotrof dalam mengonversi 
metana menjadi produk yang diinginkan pada industri biofuel. 
3. Mengetahui teknik rekayasa genetika dan jalur metabolisme yang dapat 
dilakukan pada bakteri metanotrof untuk memproduksi biofuel. 
1.4       Manfaat  
Manfaat kajian review ini adalah sebagai berikut: 
1. Secara Teoritis 
Secara teoritis, skripsi berupa literature review ini diproyeksikan untuk 
memberikan pengetahuan berupa potensi dan pengembangan terkini dari bakteri 
metanotrof 10 tahun terakhir dalam mengonversi metana menjadi potensi produk 
biofuel. Informasi tentang pengembangan bakteri metanotrof berupa pengetahuan 
tentang teknik rekayasa genetika dan metabolisme yang dapat dilakukan sehingga 
dapat menghasilkan produk biofuel. Selain itu, informasi tentang jenis bakteri 
metanotrof yang berperan dalam menghasilkan produk yang diinginkan juga 
diharapkan dapat menambahkan wawasan baru bagi pembaca. Pemaparan 
informasi dan penjelasan mekanisme dari bakteri metanotrof dalam mengkonversi 
metana menjadi produk biofuel juga terdapat dalam literature review ini.  
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2. Secara Aplikatif 
Secara aplikatif, skripsi berupa literature review ini dapat memberikan analisa 
pemikiran bagi pembaca, pengambil kebijakan, maupun para ahli di bidang penelitian 
dalam pengembangan produk biofuel. Oleh karena itu, skripsi berupa literature review 
ini dapat memberikan analisis pemikiran dan latar belakang potensi pemanfaatan 





























II. TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 Perkembangan Industri Biofuel 
 Perkembangan industri biofuel telah memasuki era peningkatan produksi berbasis 
biologi (nabati) dan mengurangi penggunaan bahan bakar fosil sebagai bahan baku. Asia-
Pasifik merupakan wilayah utama dalam produksi dan pasar biofuel dan diikuti Eropa pada 
urutan kedua. Pada tahun 2017, keuntungan dari pasar biofuel mencapai 16,16% atau sama 
dengan 6.474 juta dollar Amerika. Menurut (Chandel et al., 2020), keuntungan penjualan 
biofuel akan mengalami peningkatan hingga mencapai 23.976 juta dollar Amerika pada 
tahun 2025. Biofuel yang dimaksud antara lain bioetanol, biobutanol, asam suksinat, asam 
laktat, asam akrilik, gliserol, dan lainnya. Selain itu, produksi biofuel juga telah mengalami 
perkembangan yang pesat. Pada tahun 2016, pendapatan total dalam produksi biofuel 
menyumbang pendapatan tertinggi mencapai 3.690 juta dollar Amerika dan diprediksi akan 
meningkat 16,43% pada tahun 2025 (Chandel et al., 2020). Dalam hal ini, dapat diketahui 
bahwa peralihan produksi biofuel telah dilakukan dan berkontribusi dalam peningkatan 
perekonomian maupun sebagai solusi permasalahan lingkungan.  
 Dalam proses produksi di industri biofuel, telah dilakukan penelitian dan pencarian 
terhadap prospek biomassa yang berpotensi untuk dijadikan bahan baku. Biomassa berupa 
limbah dari pertanian, perkebunan, dan industri berpotensi untuk dijadikan sumber bahan 
baku. Jumlah produksi limbah lignoselulosa secara global mencapai 200 miliar ton per tahun 
sehingga dapat dimanfaatkan lebih lanjut untuk keperluan pemenuhan kebutuhan di industri 
biofuel (Callegari et al., 2020).  
Selain biomassa, keterlibatan mikroorganisme dan biologi sintesis menjadi terobosan 
baru dalam industri biofuel. Pemanfaatan metabolisme mikroorganisme dalam produksi 
biofuel lebih menguntungkan dibandingkan teknologi konvensional, seperti menggunakan 
sintesis kimia dan fisika. Keuntungan yang didapat antara lain proses dan komponen yang 
dihasilkan alami sehingga ramah lingkungan (Liu dan Nielsen, 2019). Keterlibatan 
mikroorganisme dalam proses industri tetap memiliki tantangan yang perlu dihadapi, yaitu 
rendemen yang perlu ditingkatkan, pertumbuhan sel yang terhambat akibat kondisi 
lingkungan yang tidak stabil (pH, suhu, oksigen, kelembapan), toleransi terhadap metabolit 
sekunder, jalur metabolisme yang kompleks, dan lainnya (McMillan dan Beckham, 2017). 
Untuk menangani hal tersebut, rekayasa genetika dapat dilakukan untuk memodifikasi galur 
murni dari suatu mikroorganisme. Metabolic engineering merupakan salah satu teknik 
rekayasa genetika yang dimanfaatkan untuk menciptakan mikroorganisme yang toleran 
terhadap kondisi lingkungan tertentu, memiliki ketahanan terhadap metabolit sekunder, serta 
produktivitas yang tinggi (Chandel et al., 2020). Galur murni suatu mikroorganisme dapat 
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direkayasa menggunakan beberapa teknologi, antara lain: gen knockout atau knockdown 
dengan tujuan meningkatkan produksi produk, insersi atau meningkatkan ekspresi gen 
spesifik dengan teknologi DNA rekombinan, TargeTron, serta RNA antisense dari enzim 
ligninolitik. Oleh karena itu, proses produksi lebih efektif dilakukan dan bernilai ekonomis 
sehingga dapat bersaing dengan pasar bahan bakar yang berasal dari minyak bumi (Liu dan 
Nielsen, 2019).  
2.2 Metana 
Metana (CH4) merupakan salah satu gas alam berupa hidrokarbon yang 
kandungannya mencapai 50-65% dari total gas alam di atmosfer. Metana termasuk sebagai 
gas rumah kaca terbesar kedua setelah karbon dioksida (CO2). Walaupun jumlah metana 
sedikit dibawah karbon dioksida di atmosfer, metana berkontribusi 28 kali lebih banyak dalam 
satuan ton terhadap pemanasan global selama 100 tahun terakhir. Hal ini dikarenakan sifat 
metana yang dapat menyerap panas 20 kali lebih baik dibandingkan karbondioksida.  Potensi 
pemanasan global akibat metana selama 20 tahun adalah 84 kali lipat lebih banyak dari 
karbon dioksida dalam satuan ton karena umur metana yang 12 tahun lebih pendek di 
atmosfer. Dari data tersebut, metana berkontribusi sebesar 40% dari total gas rumah kaca 
yang menyebabkan pemanasan global dalam jangka waktu yang cepat. Perubahan iklim 
yang drastis akan terjadi pada tahun 2050 apabila mitigasi terhadap gas metana tidak 
dilakukan (Höglund-Isaksson et al., 2020). Meningkatnya jumlah metana di atmosfer 
diakibatkan oleh emisi dari beberapa sektor seperti peternakan, energi, agrikultur, industri, 
dan limbah.  
 
Tabel 2.1. Sektor dan Aktivitas Penyumbang Emisi Metana  
Sektor Utama Aktivitas Referensi 
Peternakan 
Zat buang dari sapi potong, sapi 
perah, babi, domba, unggas, dan 
hewan ternak lainnya 
(Hansen et al., 2018). 
Limbah 
Limbah padat dan cair industri, 
Limbah padat dan cair domestik, 
berupa limbah makanan, minyak 
nabati, dan asam organik. 
(Callegari et al., 2020; Ross et 
al., 2020). 
Agrikultur Tanaman pangan dan non-pangan 
lignoselulosa 
(Lalman et al., 2016; Gautam 
et al., 2020). 
Energi 
Pertambangan, perminyakan, 
penggunaan energi listrik, 
bahan bakar 
 (Höglund-Isaksson et al., 
2020). 
  
Pada tabel 2.1 diatas, disebutkan sektor utama penyumbang emisi metana ke 
atmosfer dengan disebutkannya juga aktivitas yang terlibat. Emisi gas metana yang berasal 
dari sumber alami maupun aktivitas manusia mencapai 540–884 Tg setiap tahunnya (He et 
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al., 2020). Pada sektor peternakan, gas metana dihasilkan dari zat buang dari hewan 
peternakan seperti sapi potong, sapi perah, babi, domba, unggas, dan lainnya. Sebagai 
wilayah yang memiliki pengelolaan dan perkembangan teknologi yang pesat di sektor 
peternakan, Eropa menghasilkan 1,52 ton kotoran hewan ternak yang dihasilkan setiap 
tahun. Emisi gas metana yang dihasilkan berpotensi dikonversi menjadi biofuel dengan total 
energi 230 TWh. Di Amerika Serikat, emisi metana dari sektor peternakan diprediksi 
menghasilkan kurang lebih 11,3 miliar m3 setiap jamnya. Hingga saat ini, konversi metana 
dari sektor peternakan menjadi sumber energi dapat mengurangi 3,9 ± 2,3% dari total gas 
rumah kaca yang dihasilkan oleh Amerika Serikat (Callegari et al., 2020).  
 Sektor utama lainnya yaitu produksi limbah domestik dan industri berupa cair dan 
padat. Hasil akhir pengolahan limbah cair domestik di Amerika Serikat menghasilkan 9,2 dan 
4,9 juta metrik ton gas rumah kaca seperti karbon dioksida dan metana setiap tahunnya ke 
atmosfer. Pada tahun 2010 ditemukan bahwa pengolahan limbah cair domestik dan industri 
menyumbang 2,4% emisi metana ke atmosfer setiap tahunnya dan diprediksi kian meningkat 
(Ross et al., 2020). Limbah padat domestik dan industri juga menyumbang kontribusi yang 
besar. Sebagai wilayah yang memproduksi biogas terbesar di dunia, Eropa telah 
membangun 17.000 pembangkit listrik yang memanfaatkan biogas termasuk metana sejak 
tahun 2014. Inggris merupakan produsen terbesar biogas yang bahan bakunya berasal dari 
limbah padat domestik dan industri. Potensi konversi metana menjadi produk biogas 
diprediksi akan mencapai 214 TWh/tahun di tahun 2020. Oleh karena itu, sektor produksi 
limbah industri maupun domestik dunia menyumbang emisi metana ke atmosfer walaupun 
telah dilakukan proses pengolahan limbah hingga tahap akhir (Callegari et al., 2020).  
 Sektor energi dan agrikultur juga berkontribusi dalam emisi gas metana. Pembakaran 
bahan bakar fosil yang merupakan sumber energi utama di berbagai jenis aktivitas manusia 
telah digunakan sejak 4000 tahun yang lalu dalam bentuk batu bara   (Gautam et al., 2020). 
Metana yang merupakan gas rumah kaca jumlahnya meningkat seiring dengan 
meningkatnya kebutuhan energi di daerah perkotaan, perumahan, dan industri. Pada sektor 
agrikultur, ditemukan bahwa terdapat beberapa tanaman pangan maupun non-pangan 
lignoselulosa yang memproduksi metana. Metana yang diproduksi oleh tanaman 
lignoselulosa dihitung dalam satuan gas metana pada setiap hektar tanaman. Contoh 
tanaman lignoselulosa yang menghasilkan metana yaitu knotweed, jagung, Jerusalem 
Artichoke, rumput Reed Canary, Sugar Beet, bunga matahari, rumput Timothy Clover, dan 
lainnya. Tanaman jagung menghasilkan gas metana tertinggi sebesar 5.300–12.390 m3 STP 
metana per hektar, diikuti oleh tanaman Jerusalem Artichoke  yang menghasilkan 3100–
5400 STP m3 metana per hektar, rumput Reed Canary menghasilkan 3800–4200 STP m3 
metana per hektar, dan rumput Timothy Clover menghasilkan 2900–4000 STP m3 metana 
per hektar (Lalman et al., 2016). Konversi metana dari tanaman lignoselulosa menjadi produk 
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biofuel merupakan pilihan yang berpotensi untuk dikembangkan lebih lanjut karena memiliki 
keuntungan yaitu membutuhkan proses yang ramah lingkungan dan tanaman dapat 
dibudidaya di lahan marjinal. 
 Dengan mengetahui sektor yang berkontribusi dalam emisi gas metana, solusi untuk 
mengurangi jumlah gas metana dengan mengonversinya menjadi bahan biofuel yang 
terbarukan dapat diteliti dan dilakukan lebih lanjut. Konversi gas metana yang berasal dari 
limbah dan tanaman lignoselulosa dapat dilakukan dengan peranan mikroorganisme 
pengurai. Jenis mikroorganisme yang berperan, kondisi, dan hambatan yang akan 
ditemukan selama proses produksi bahan biofuel perlu diteliti dan dikembangkan lebih lanjut.   
2.3 Bakteri Metanotrof 
Konversi biomassa dan metana melibatkan beberapa jenis mikroorganisme secara 
anaerobik dan aerobik. Contoh mikroorganisme yang terlibat dalam degradasi biomassa 
kompleks dan metana yaitu bakteri pengurai, asidogenik, asetogenik, serta metanogenik. 
Hasil penguraian dari bakteri-bakteri tersebut berupa monomer-monomer, asam organik, 
asam asetat, serta metana (Lalman et al., 2016). Hasil berupa asam organik dan asetat dapat 
dijadikan produk biofuel sedangkan monomer seperti glukosa dan gas metana perlu diolah 
lebih lanjut untuk meningkatkan nilai ekonomi dan bermanfaat. Salah satu mikoorganisme 
yang berperan dalam konversi emisi gas metana adalah bakteri metanotrof.  
Bakteri metanotrof merupakan mikroorganisme yang sumber karbon dan energi 
utamanya berasal dari metana. Bakteri metanotrof merupakan bagian dari metilotrof yang 
menggunakan senyawa karbon tunggal yang lebih mudah direduksi dibandingkan karbon 
dioksida. Metanotrof bersifat aerobik sehingga oksidasi metana terjadi dengan bantuan 
oksigen sebagai oksidatornya (Semrau et al., 2020). Hasil oksidasi metana berupa karbon 
tereduksi pada senyawa metil yang tidak mengandung ikatan karbon. Metanotrof aerob 
menghasilkan enzim metana monooksigenase (MMO) sehingga oksidasi metana terjadi dan 
menghasilkan metanol. Selain itu, terdapat metanotrof yang bersifat anaerobik dengan 
kemampuan mengoksidasi metana tanpa keberadaan oksigen. Jalur reverse metanogenesis 
yang dimiliki metanotrof anaerob menghasilkan senyawa yang belum teridentifikasi dan 
keberadaannya hanya ditemukan pada kondisi ekstrem (Zappi et al., 2020). Dalam siklus 
karbon, bakteri metanotrof memiliki peran tunggal dalam mengurangi konsentrasi metana 
sebagai gas rumah kaca di atmosfer. Oleh karena itu, penelitian dan pengembangan bakteri 
metanotrof dalam industri biofuel perlu dilakukan karena potensinya yang menjanjikan bagi 





2.3.1 Jenis Bakteri Metanotrof 
Secara umum, bakteri metanotrof diklasifikasi menjadi tiga kelompok utama 
yaitu metanotrof kelompok I, II, dan III. Kelompok I atau kelas Gammaproteobakteria 
diklasifikasi menjadi dua tipe yaitu tipe I dan X. Bakteri metanotrof tipe I ditemukan 
pada kondisi lingkungan dengan konsentrasi metana rendah namun dengan 
konsentrasi tembaga dan nitrogen yang tinggi. Sebagian besar bakteri metanotrof 
tipe I merupakan psikrofil yang dapat hidup pada suhu rendah -15 – 10 oC dan mesofil 
yang hidup pada suhu optimum 25 – 40 oC. Asimilasi formaldehid pada jalur 
metabolisme metanotrof tipe I melibatkan jalur ribulosa monofosfat (RuMP) dengan 
memanfaatkan satu ATP untuk asimilasi tiga molekul formaldehid. Perbedaan bakteri 
metanotrof tipe I dan X ada pada jalur metabolisme dan enzim yang terlibat. Bakteri 
metanotrof tipe I menghasilkan enzim metana monooksidase terikat membran 
(pMMO) dan menggunakan siklus RuMP pada jalur metabolismenya, sedangkan tipe 
X menghasilkan enzim pMMO dan metana monooksidase terlarut (sMMO). 
Metabolisme bakteri metanotrof tipe X melibatkan siklus RuMP dan jalur serin yang 
tidak lengkap. Bakteri metanotrof tipe X juga dapat hidup pada kondisi lingkungan 
dengan suhu yang sangat tinggi di mana tipe lainnya tidak dapat hidup pada kondisi 
tersebut (Zappi et al., 2020).  
Kelompok II atau kelas Alfaproteobakteria memiliki satu tipe bakteri 
metanotrof yaitu tipe II. Bakteri metanotrof tipe II hidup pada kondisi lingkungan 
dengan konsentrasi metana yang tinggi namun tembaga dan oksigen terlarut yang 
rendah. Pada kondisi konsentrasi tembaga yang rendah, bakteri metanotrof tipe II 
tidak memiliki membran intrasitoplasma dan vesikel hanya berada di tepi sel. Jalur 
metabolisme bakteri metanotrof tipe II menggunakan jalur serin dengan 
memanfaatkan NADH dan dua ATP untuk asimilasi setiap molekul asetil-KoA (Zappi 
et al., 2020).   
Kelompok III atau kelas Verrucomikrobia memiliki satu tipe bakteri metanotrof 
yaitu tipe IV. Metabolisme bakteri metanotrof Verrucomikrobia tidak melibatkan jalur 
metabolisme RuMP ataupun serin, namun metana yang dikonversi menjadi metanol 
selanjutnya langsung dioksidasi menjadi asam format dan kemudian menjadi karbon 
dioksida. Karbon dioksida kemudian dikonversi langsung menjadi biomassa melalui 
siklus metabolisme Calvin–Benson–Bassham (CBB). Bakteri metanotrof tipe IV 
diketahui menggunakan Ni-hidrogenase dan Fe-hidrogenase untuk menghidrolisis 
gas hidrogen yang terdapat pada lingkungan dimana metana ingin dikonversi lebih 
lanjut. Bakteri metanotrof tipe IV secara bersamaan dapat mengoksidasi metana 
dengan enzim pMMO dan sMMO serta mengoksidasi oksigen dengan enzim 
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hidrogenase (Carere et al., 2017). Berikut Tabel 2.2 menyajikan tabulasi klasifikasi 
dan karakteristik umum dari bakteri metanotrof. 
 
Tabel 2.2. Tabulasi Klasifikasi dan Karakteristik Umum Bakteri Metanotrof 
Kelompok 
(Kelas) 













6,0 – 8,0  
 (Kim et al., 
2018). 
  Methylomarinum vadi 
Lumpur di 
dasar laut 



















 (Dong et al., 
2017). 












































































2 – 3,5 













2.3.2 Sumber Bakteri Metanotrof 
Bakteri metanotrof dapat diisolasi dari ekosistem darat seperti lahan 
pertanian, tanah daerah perhutanan, tanah tempat pemrosesan akhir sampah (TPA), 
serta tanah tundra maupun vulkanik. Selain itu, bakteri metanotrof juga ditemukan di 
ekosistem perairan seperti bagian sedimen pada air laut dan tawar (Semrau et al., 
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2020). Secara alami, bakteri metanotrof mudah ditemukan di tanah lapisan atas pada 
ekosistem darat dan lautan terdalam pada lubang hidrotermal. Pada tanah lapisan 
atas, bakteri metanotrof yang ditemukan bersifat aerobik, sedangkan bakteri 
metanotrof anaerobik ditemukan pada kondisi ekstrem seperti ekosistem laut dalam.  
Pada ekosistem darat, bakteri metanotrof paling banyak ditemukan pada 
,tanah lapisan atas dengan kedalaman 15–20 cm dari atas permukaan (Kim et al., 
2018). Pada tanah lapisan atas, oksigen di atmosfer masih dapat menjangkau 
metana yang ada di bawah permukaan sehingga terdapat interaksi antara oksigen 
dan metana. Bakteri metanotrof aerobik hidup pada lapisan tersebut dengan 
menggunakan oksigen untuk mengoksidasi metana sebagai sumber energinya. 
Bakteri metanotrof aerobik minimum dapat hidup ketika perbandingan oksigen 
dengan metana sebesar 1:1 (Axelsson et al., 2012). Jenis tanah yang berbeda akan 
menunjukkan konsentrasi bakteri metanotrof yang berbeda. Pada tanah yang 
terdapat tanaman lignoselulosa seperti padi, ditemukan jumlah bakteri metantrof 
aerobik yang tinggi yaitu 0,9 ×106 molekul per gram tanah (Zappi et al., 2020). Kondisi 
pH optimum bakeri metanotrof yang ditemukan di tanah pada tanaman lignoselulosa 
dan daerah perhutanan yaitu sekitar 4–6,5 (Reddy et al., 2020). Pada tanah yang 
terdapat tanaman lignoselulosa seperti padi atau rerumputan, terdapat jumlah bakteri 
dekomposer yang tinggi. Hal ini berbanding lurus dengan gas metana yang dihasilkan 
oleh bakteri dekomposer tersebut. Dengan jumlah metana yang tinggi, bakteri 
metanotrof aerobik secara alami hidup dan tumbuh di lapisan tanah tersebut. Pada 
tanah pemrosesan akhir sampah (TPA) yang terdapat limbah padat dan cair, 
ditemukan bakteri metanotrof tipe I dan II sebanyak 2,3×108  dan 2,66×108  molekul 
per gram tanah pada kedalaman 10–30 cm dan pH 4–9 (He et al., 2020).  
Bakteri metanotrof juga dapat ditemukan pada kondisi lingkungan yang 
ekstrem dan sulit dijangkau. Kondisi lingkungan yang ekstrem umumnya ditandai 
dengan konsentrasi oksigen yang sangat rendah dan jauh dari permukaan Bumi. 
Oleh karena itu, bakteri metanotrof tersebut bersifat anaerobik yang tidak 
memerlukan oksigen untuk mengonversi metana. Contohnya, bakteri metanotrof 
anaerobik ditemukan pada lubang hidrotermal serta ekosistem lautan terdalam yang 
terdapat rembesan gas alam dalam jumlah yang besar. Bakteri metanotrof anaerobik 
dapat hidup dalam kondisi tanpa oksigen, tekanan, dan suhu yang sangat tinggi. 
Selain itu, bakteri metanotrof terbukti telah hidup sejak satu juta tahun yang lalu dan 
berkontribusi sebagai penyumbang karbon tanah dunia. Hal ini dibuktikan dengan 
ditemukannya bakteri metanotrof anaerobik pada daerah pencairan permafrost 
(Zappi et al., 2020). Isolasi dan identifikasi bakteri metanotrof anaerobik masih sulit 
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dilakukan dan terbatas akibat sulitnya menjangkau lokasi dari keberadaan bakteri 
tersebut.  
2.3.3 Metabolisme Bakteri Metanotrof  
Jalur metabolisme bakteri metanotrof selalu diawali dengan oksidasi metana 
menjadi metanol yang dikatalisis oleh dua jenis enzim metana monooksidase (MMO) 
yaitu metana monooksidase terikat membran (pMMO) dan metana monooksidase 
terlarut (sMMO). Perbedaan dari kedua enzim tersebut adalah struktur dan 
mekanisme katalisisnya (Axelsson et al., 2012). Pada struktur enzim sMMO, terdapat 
sisi aktif nonheme diiron di mana aktif dan berikatan pada substrat ketika konsentrasi 
ion tembaga rendah. Enzim sMMO mengoksidasi Nikotinamida adenina dinukleotida 
(NAD) menjadi bentuk teroksidasi yaitu NAD+ dan air. Enzim pMMO memiliki sisi aktif 
tembaga sehingga enzim pMMO bekerja pada keadaan lingkungan yang terdapat 
konsentrasi ion tembaga yang tinggi. Tembaga berperan sebagai kofaktor sehingga 
pMMO dapat aktif mengoksidasi sitokrom c oksidase (CytC) dan menghasilkan 
sitokrom c yang teroksidasi. Enzim sitrokrom c oksidase adalah enzim yang 
digunakan untuk transport elektron (Zappi et al., 2020).   
Setelah metanol dihasilkan, selanjutnya metanol dihidrolisis dengan bantuan 
enzim metanol dehidrogenase (MDH) yang dilengkapi koenzim pyrroloquinoline 
quinone (PQQ) dan menghasilkan formaldehid. Koenzim PQQ merupakan gugus 
prostetik pada enzim metanol dehidrogenase dan berperan untuk pengikat produk 
sementara dan mengaktifkan enzim dalam proses katalisis (Axelsson et al., 2012). 
Pada tahap ini, enzim metanol dehidrogenase mereduksi sitokrom c (CytC) dan 
menghasilkan sitokrom c tereduksi (Zappi et al., 2020).   
Pada tahap selanjutnya, jenis bakteri metanotrof mempengaruhi konversi 
formaldehid. Pada jenis bakteri metanotrof tipe IV, formaldehid dioksidasi menjadi 
asam format dengan enzim formaldehid dehidrogenase (FADH). Asam format 
kemudian dioksidasi menjadi karbon dioksida dengan enzim format dehidrogenase 
(FDH).  Karbon dioksida kemudian dioksidasi oleh enzim ribulose-1,5-bifosfat 
karboksilase oksigenase (RubisCO). Enzim RubisCO berperan dalam tahap awal 
konversi karbondioksida menjadi biomassa dan umumnya ditemukan pada tanaman 
untuk proses fiksasi karbon. Pada jenis bakteri metanotrof yang ditemukan di alam, 
terdapat beberapa jenis jalur asimilasi karbon dalam mengoksidasi formaldehid. 
Bakteri metanotrof tipe I menggunakan jalur ribulosa monofosfat (RuMP). Pada jalur 
ribulosa monofosfat, gliseraldehid-3-fosfat dihasilkan menggunakan satu ATP dari 
jalur transpor elektron untuk setiap molekul formaldehid. Akumulasi gliseraldehid-3-
fosfat merupakan produk biomassa yang dapat dimanfaatkan untuk produksi biofuel. 
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Pada bakteri tipe II, digunakan jalur serin dan menghasilkan asetil-Koa dan karbon 
dioksida. Pada jalur serin, formaldehid dikonversi menggunakan dua ATP dan dua 
NADH untuk menghasilkan membentuk satu molekul asetil-KoA serta karbon 
dioksida. Asetil-KoA yang terakumulasi digunakan sebagai biomassa untuk diproses 









Gambar 2.1 Mekanisme Konversi Metana Menjadi Biomassa oleh Bakteri Metanotrof 
(Zappi et al., 2020). 
2.3.4 Identifikasi dan Karakterisasi Bakteri Metanotrof  
Identifikasi dan karakterisasi pertama bakteri metanotrof ditemukan pada 
tahun 1906 oleh ahli mikrobiologi Belanda yaitu Sohngen. Perkembangan selanjutnya 
dilakukan pada 1970 oleh Whittenbury yang mengidentifikasi dan mengklasifikasi 100 
jenis bakteri metanotrof berdasarkan karakteristik fisiologi dan jalur pemanfaatan 
karbonnya. Sumber, pemanfaatan dan aplikasi dalam mitigasi gas metana di 
atmosfer oleh bakteri metanotrof kemudian diteliti lebih lanjut hingga sekarang (Zappi 
et al., 2020). Bakteri metanotrof dapat mengurangi polutan dan mengurangi emisi gas 
metana ke atmosfer. Pemanfaatkan limbah sebagai biomassa yang menghasilkan 
gas metana berpotensi dalam perkembangan produksi bahan biofuel yang 
terbarukan. 
Karakterisasi dan keberadaan bakteri metanotrof aerobik ditandai dengan 
keberadaan gen metana monooksigenase (MMO) yang berperan dalam konversi gas 
metana menjadi metanol (Semrau et al., 2020). Uji oksidasi naftalena digunakan 
untuk mengukur aktivitas dari enzim metana monooksidase larut (sMMO) dari bakteri 
metanotrof aerobik. Aktivitas spesifik dari sMMO yang dimiliki bakteri metanotrof 
aerobik akan mengoksidasi reagen naftalena menjadi 1- atau 2-naftol. Selanjutnya, 
1- atau 2-naftol akan bereaksi dengan O-dianisidin dan membentuk diazo naftol ungu 




Identifikasi dan karakterisasi juga dilakukan dengan metode direct-
sequencing oleh PCR yang menggunakan dua pasang primer. Identifikasi gen 
dilakukan menggunakan sekuen gen sepanjang 16S rRNA. Filogeni bakteri 
metanotrof dilakukan dengan presentase cut-off 98% untuk mengklasifikasi gen dari 
bakteri yang terisolasi. Dengan bantuan program bioinformatika seperti BLAST, 
pengelompokkan kerabat terdekat dari galur bakteri metanotrof dilakukan dengan 
membentuk pohon filogenik metode neighbor-joining (Kato et al., 2020). Metode 
neighbor-joining adalah metode yang menggunakan data urutan DNA atau protein 
untuk menentukan jarak persamaan dari setiap sekuen atau galurnya (Rusinko dan 
McPartlon, 2017). Isolasi gen bakteri metanotrof dilakukan dengan metode 
konvensional pada umumnya menggunakan lisozim, protease K, dan SDS untuk 
mendegradasi dinding sel bakteri. Selanjutnya, penambahan fenol dan kloroform 
dapat dilakukan untuk mendegradasi RNA dan protein lainnya yang terkandung pada 
sampel (Kato et al., 2020).  
Identifikasi dan karakterisasi bakteri metanotrof anaerobik tidak dapat 
dilakukan dengan membandingkan sekuen gennya dengan 16S rRNA milik bakteri 
metanotrof aerobik yang telah teridentifikasi. Bakteri metanotrof anaerobik yang hidup 
pada kondisi lingkungan ekstrem dikarakterisasi melalui kapasitas oksidasi metana 
dan aktivitasnya pada kondisi suhu ekstrem. Hal ini disebabkan karena jalur 
metabolisme dan mekanisme oksidasi metana tanpa oksigen oleh bakteri metanotrof 
anaerobik belum diketahui. Oleh karena itu, metode identifikasi dan karakterisasi 
dilakukan melalui aktivitas transkripsi mRNA dengan deteksi gen responsif stres yang 
dimiliki bakteri metanotrof anaerobik untuk beradaptasi pada kondisi lingkungan yang 
ekstrem dan mengetahui jalur metabolismenya (Meruvu et al., 2020).  
2.3.5 Isolasi dan Kultivasi Bakteri Metanotrof 
Isolasi bakteri metanotrof dilakukan dengan tahapan isolasi sampel spesimen 
dari lingkungan tertentu, pemeriksaan secara mikroskopis, pengenceran, dan 
kultivasi dengan pengayaan sampel dengan menambahkan nutrisi agar tumbuh 
dalam kondisi yang optimal (Meruvu et al., 2020). Pengambilan sampel dan 
pemeriksaan secara mikroskopis dilakukan untuk memastikan apakah terdapat 
bakteri dalam jumlah yang cukup banyak untuk dilakukan isolasi lebih lanjut. 
Pengenceran pada sampel dilakukan untuk mengurangi jumlah bakteri hingga 
mendapatkan isolat murni. Bakteri yang diambil pada lingkungan tertentu hidup 
dalam kondisi minimum sehingga harus dioptimalkan dengan mengatur kondisi 
lingkungan seperti pH serta penambahan nutrisi. Kultivasi pada media segar secara 
berkala dilakukan pada tahap pengayaan sampel untuk meningkatkan pertumbuhan 
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metanotrof dan menghambat bakteri metilotrof lainnya (Meruvu et al., 2020). Bakteri 
metanotrof memerlukan kondisi optimal yang paling rumit dibandingkan bakteri 
lainnya. Hal ini disebabkan oleh jenis bakteri metanotrof dari kondisi lingkungan yang 
berbeda memiliki kondisi optimal yang berbeda. Oleh karena itu, metode isolasi 
bakteri metanotrof bergantung pada lingkungan dimana bakteri tersebut diambil. 
Bakteri metanotrof dari lingkungan yang berbeda menggunakan teknik isolasi yang 
berbeda ditunjukkan pada tabel 2.3 berikut. 
Tabel 2.3. Teknik Isolasi dan Kultivasi Bakteri Metanotrof  
Galur Bakteri 
Metanotrof 
Sumber Media Kultivasi Referensi 
Methylocapsa gorgona 
galur MG08 
Tanah TPA di Norwegia 
Pengayaan dengan media 
agar NMS, dikultivasi pada 
media agar TGYA (tripton, 
glukosa, ekstrak khamir, 
agar) 
(Tveit et al., 
2019). 
Methylococcaecae galur 
BRS-K6, GFS-K6 dan 
AK-K6 
Lumpur persawahan di 
Bangladesh 
Pengayaan dengan media 
LMS 




Sedimen laut pada 
lubang hidrotermal di 
Jepang 
Pengayaan dengan media 
agar NMS, penambahan 
air laut buatan sebagai 






Pada tabel 2.3, ditemukan bahwa terdapat galur bakteri metanotrof dari 
lingkungan yang berbeda memerlukan media kultivasi yang berbeda. Methylocapsa 
gorgona galur MG08 dari tanah TPA diisolasi dengan pengayaan media agar NMS. 
Media agar NMS merupakan media padat yang diperkaya dengan penambahan 
nitrat, mineral, serta garam untuk mengoptimalkan pertumbuhan bakteri metanotrof 
yang tumbuh. Menurut (Zappi et al., 2020). Kadar penambahan nitrat dalam bentuk 
metana adalah 0,5–2,5 mmol untuk setiap 100 ml kultur. Dalam skala industri, 
dibutuhkan sumber metana dalam kultivasi bakteri yang lebih murah. Dengan 
memanfaatkan bakteri metanotrof yang berasal dari limbah industri, biaya suplai 
penambahan nitrat dapat ditekan karena limbah cair dan padat yang digunakan 
mengandung kadar metana yang hampir mencapai kondisi optimalnya (Zappi, Fortela 
and Holmes, 2020). Komposisi utama lainnya pada media agar NMS yaitu garam 
berupa KNO3, MgSO4.7H2O, Na2HPO4.12H2O, KH2PO4, CaCl2.6H2O, EDTA 
(ethylenediaminetetraacetic acid), air suling, dan dalam kondisi pH netral 6,8. 
Methylocapsa gorgona galur MG08 merupakan bakteri metanotrof aerobik yang 
hidup dalam kadar garam yang tinggi dan pH netral dapat mengoksidasi metana 
walaupun dalam konsentrasi yang rendah untuk kebutuhan energi. Pengayaan 
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dengan TGYA juga dilakukan untuk mengoptimalkan dan meningkatkan 
pertumbuhan bakteri metanotrof (Tveit et al., 2019).  
Pada sampel lumpur di daerah persawahan yang tergenang air, 
Methylococcaecae galur BRS-K6, GFS-K6 dan AK-K6 dapat diisolasi menggunakan 
media agar LMS. Galur bakteri metanotrof ini hidup dalam kadar garam yang rendah 
dan dalam kondisi lingkungan yang asam. Selain pada sampel lumpur di daerah 
persawahan, Methylococcaecae galur BRS-K6, GFS-K6 dan AK-K6 dapat ditemukan 
pada daerah lahan gambut yang ditanami tanaman lignoselulosa. Media agar LMS 
merupakan media agar yang mengandung garam dan mineral yang sangat rendah. 
Komposisi utama dari media LMS yaitu KNO3, MgSO4, CaCl2.2H2O, KBr, air suling, 
dan mineral besi yang jumlahnya 10 kali lipat lebih sedikit dibandingkan media NMS 
(Islam et al., 2015).  
Methylocaldum galur S8T adalah bakteri metanotrof yang diisolasi pada 
sedimen laut pada lubang hidrotermal. Kondisi lingkungan bertekanan dan suhu yang 
tinggi, serta kadar oksigen yang rendah menunjukkan bahwa bakteri metanotrof yang 
ditemukan bersifat anaerobik. Pengayaan pada Methylocaldum galur S8T dilakukan 
selama 286 hari menggunakan bioreaktor yang didesain menyerupai kondisi 
lingkungan optimal bakteri metanotrof anaerobik tersebut. Media yang digunakan 
berupa media cair yang mengandung konsentrasi nitrat (CH4:CO2 95:5 v/v) yang 
tinggi untuk menambahkan sumber karbon dan energinya. Selain itu, kondisi yang 
gelap pada bioreaktor, penambahan sulfat, dan tekanan sekitar 9 – 10 MPa juga 
dilakukan untuk menyerupai kondisi lingkungan di di laut dalam (Meruvu et al., 2020).  
2.4.6 Proses produksi Biofuel oleh Bakteri Metanotrof 
2.4.6.1 Ekstraksi Lipid dari Bakteri Metanotrof 
Proses kultivasi dan optimasi pertumbuhan bakteri metanotrof dilakukan di 
dalam bioreaktor dengan sistem pengadukan kontinu. Selanjutnya, proses ekstraksi 
dilakukan apabila densitas kultur bakteri dengan jumlah asam lemak yang dihasilkan 
dalam jumlah yang tinggi (Dong et al., 2017). Pada tahap pertama, campuran gas 
metana dan oksigen ditambahkan pada sistem bioreaktor untuk optimasi 
pertumbuhan bakteri metanotrof dan produksi lipid di dalam media NMS. Bakteri 
metanotrof umumnya tumbuh dengan keberadaan oksigen sehingga dibutuhkan 
aerasi pada sistem bioreaktor agar oksigen tersebar merata. Selanjutnya, proses 
separasi dilakukan dengan sentrifugasi untuk memisahkan dan mendapatkan kultur 
sel bakteri yang telah menghasilkan lipid secara intraseluler. Sebelum dilakukan 
ekstraksi, dilakukan pre-treatment menggunakan asam dan basa untuk medegradasi 
dinding sel bakteri metanotrof (Dong et al., 2017).   
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Ekstraksi lipid kemudian dilakukan untuk melisiskan sel dan mendapatkan 
lipid yang berada di dalam sel tersebut (Zappi et al., 2020). Pemilihan metode 
ekstraksi dapat dilakukan sesuai dengan tujuan produk yang ingin didapatkan dari 
metabolisme bakteri metanotrof. Terdapat beberapa metode ekstraksi lipid yang 
dapat dilakukan, salah satu yang paling umum digunakan pada ekstraksi lipid bakteri 
metanotrof adalah metode Bligh dan Dyer. Metode Bligh dan Dyer menggunakan 
campuran metanol, kloroform, dan air yang dilakukan secara bertahap dengan rasio 
1:2:0,8 atau 2:2:1,8 (Kurth et al., 2019). Metode ini sangat mudah dilakukan dan 
membutuhkan waktu yang relatif singkat. Metode Bligh dan Dyer diketahui 
menghasilkan hasil yang paling pekat dibandingkan metode lainnya dan persentase 
ekstraksi mencapai 30% (Zappi et al., 2020). Walaupun menjadi salah satu metode 
yang paling umum digunakan, metode Bligh dan Dyer menghasilkan limbah beracun 
dari campuran senyawa yang digunakan serta membutuhkan biaya yang tinggi. 
Dalam skala industri, hal ini dapat memberikan kerugian yang besar karena dapat 
menghasilkan limbah cair beracun dalam jumlah yang besar serta menambah biaya 
proses produksi yang tinggi (Dong et al., 2017). 
Metode ekstraksi lain yang umum digunakan untuk mendapatkan lipid dari 
bakteri metanotrof adalah menggunakan pelarut heksana. Heksana merupakan 
pelarut organik yang bersifat non-polar. Heksana paling umum digunakan dalam 
ekstraksi lipid di skala industri karena biaya yang lebih terjangkau dan mudah 
digunakan dalam skala besar. Namun, pelarut heksana memiliki kelarutan yang 
terbatas sehingga dapat membuang produk bermanfaat lainnya yang dihasilkan oleh 
bakteri metanotrof (Zappi et al., 2020). Pada penelitian yang dilakukan (Dong et al., 
2017), pelarut heksana dan metanol digunakan dengan rasio 1:1, selama 2 jam, dan 
rasio pelarut dengan berat kering biomassa sebesar 10 mL/g menghasilkan metil 
ester asam lemak paling banyak.  
Untuk metode yang lebih selektif dalam mengekstraksi lipid tertentu, 
supercritical fluid extraction (SFE) dapat digunakan. Ekstraksi SFE memanfaatkan 
karbondioksida yang mencapai tekanan dan suhu kritis dengan mengatur tekanan 
dan suhu yang sesuai. Dengan tekanan dan suhu tertentu, jenis lipid yang 
terekstraksi pun berbeda. Dalam kondisi ini, lipid yang semakin non-polar dapat lebih 
mudah diekstraksi. Metode ini dinilai efektif dan spesifik, namun hasil total rendemen 
lipid yang terekstraksi lebih rendah dibandingkan metode lainnya (Zappi et al., 2020).   
2.4.6.2 Konversi Lipid menjadi Biofuel 
Setelah ekstraksi lipid dilakukan, proses separasi dilakukan dengan 
mendiamkan sampel hingga terbentuk dua fase yang berbeda. Sentrifugasi dilakukan 
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untuk memisahkan dan mendapatkan lipid yang murni. Sampel kemudian diuapkan 
pada suhu 40 oC sehingga pelarut yang digunakan dalam tahap ekstraksi dapat 
menguap dan menghasilkan sampel berupa crude oil (Zappi et al., 2020).  
Setelah itu, dilakukan proses tahap akhir yaitu transesterifikasi untuk 
mengonversi lipid menjadi produk biofuel berupa biodiesel. Transesterifikasi 
merupakan reaksi ester berupa gliserida dengan alkohol seperti etanol dan metanol. 
Pertukaran gugus organik ester dengan gugus organik alkohol menghasilkan alkohol 
dan ester yang baru. Katalis berupa asam sulfat, natrium metanoat, dan kalium 
metanoat digunakan untuk meningkatkan reaksi esterifikasi. Produk akhir dari proses 
transesterifikasi adalah biofuel dan gliserol.  
Dalam penelitian (Dong et al., 2017), proses hidrodeoksigenasi juga perlu 
dilakukan setelah ekstraksi lipid. Asam lemak yang berasal dari membran lipid 
mengandung oksigen tingkat tinggi dan harus dihilangkan dengan proses 
deoksigenasi menggunakan reaktor autoklaf. Penambahan katalis berupa logam 
seperti palladium (Pd), platina (Pt), tembaga (Cu), dan besi (Fe) digunakan untuk 
optimalisasi proses hidrodeoksigenasi. Produk yang dihasilkan dari proses 
hidrodeoksigenasi adalah biodiesel dengan karakteristik yang lebih baik sehingga 
meningkatkan rendemen dari produk akhir biofuel selain dari proses esterifikasi. 
2.5 Produk Biofuel oleh Bakteri Metanotrof 
2.5.1 Biodiesel 
Produk utama yang dihasilkan dari metabolisme metanotrof adalah lipid. 
Bakteri metanotrof secara alami menghasilkan 20% biomassa berupa lipid secara 
intraseluler. Lipid merupakan makromolekul hidrofobik dan amfifilik yang terbuat dari 
rantai hidrogen dan karbon yang hanya larut dalam pelarut organik. Bakteri 
metanotrof menghasilkan fosfolipid, asam lemak jenuh, dan tidak jenuh yang memiliki 
14-18 rantai karbon sehingga cocok untuk sebagai bahan baku produksi biodiesel. 
Dua kelompok fosfolipid yang dihasilkan oleh bakteri metanotrof adalah 
fosfatidilgliserol (PG) dan fosfatidilethanolamin (PE) (Zappi et al., 2020).  
Etil dan metil ester asam lemak digunakan untuk memproduksi biodiesel. 
Biodiesel merupakan salah satu bahan bakar ramah lingkungan dan terbarukan dan 
berperan penting dalam pergantian bahan bakar fosil. Untuk aplikasi dalam produk 
biodiesel, diperlukan peningkatan produksi hingga 35% kandungan lipid oleh bakteri 
metanotrof. Oleh karena itu, penelitian terhadap teknik rekayasa genetika dan 
metabolisme untuk bakteri metanotrof dilakukan untuk meningkatkan produksi lipid 
dari jalur metabolismenya. Fokus pengembangan dan peningkatan produksi lipid 
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yaitu pada produksi ester etil asam lemak, ester metil asam lemak, dan asam lemak 
bebas yang berasal dari metana (Strong et al., 2016).   
2.5.2 Biometanol 
Metanol merupakan salah satu senyawa penting dalam proses produksi di 
berbagai industri, termasuk industri kimia dalam memproduksi formaldehid dan asam 
asetat. Metanol dalam aktivitas industri memiliki fungsi utama sebagai pelarut, 
sintesis organik, zat antibeku, maupun bahan bakar. Metanol paling banyak 
digunakan sebagai bahan bakar dan dicampur dengan bensin untuk menurunkan 
emisi gas rumah kaca. Sebagai pelarut, metanol umumnya digunakan untuk 
memproduksi resin, pewarna, dan produk farmasi. Selain itu, metanol dapat 
digunakan sebagai zat antibeku karena memiliki titik beku yang rendah.  Penelitian 
dan pengembangan produksi biometanol dilakukan untuk mengurangi pencemaran 
lingkungan, mengurangi akitivitas yang menyebabkan pemanasan global, serta 
menghasilkan produk yang terbarukan (Zappi et al., 2020).  
Produk biometanol diproduksi secara alami pada tahap awal jalur 
metabolisme bakteri metanotrof yang mengoksidasi metana menjadi metanol dengan 
enzim metana monooksidase (MMO). Produksi biometanol dengan memanfaatkan 
metana yang dihasilkan oleh limbah maupun emisi gas pada aktivitas lainnya tanpa 
tahap purifikasi terlebih dahulu sedang dalam tahap pengembangan karena dapat 
mengurangi biaya metana murni yang cukup tinggi. Gas H2S yang terdapat pada gas 
alam dan diproduksi bersamaan dengan metana pada aktivitas manusia lainnya 
dapat menghambat metabolisme bakteri metanotrof dalam mengonversi metana. 
Salah satu contoh bakteri metanotrof yang berpotensi memproduksi metanol 
walaupun terdapat gas H2S pada bahan baku yaitu Methylocaldum sp. SAD2. Bakteri 
tersebut dapat memproduksi 276 – 343 mg/L walaupun terdapat 500 ppm H2S 
(Gautam et al., 2020). Selain itu, ditemukan konsorsium metanotrofik yaitu MC-AD3 
termofilik yang dapat mengonversi metana dalam atmosfer tanpa melalui proses 
purifikasi metana terlebih dahulu. Konsorsium metanotrofik tersebut diisolasi dari 
limbah cair industri yang dihasilkan dari sistem anaerobik. Menurut (Gautam et al., 
2020), galur mesofilik pada konsorsium MC-AD3 menghasilkan 0,33 g/L metanol 
pada suhu 47 ° C. Dengan hasil tersebut, MC-AD3 berpotensi dikembangkan lebih 
lanjut untuk memproduksi metanol dengan biaya bahan baku yang lebih murah.  
2.5.3 Isobutanol  
Isobutanol adalah isomer dari alkohol primer yang umumnya digunakan untuk 
bahan bakar yang tidak perlu modifikasi atau penambahan bahan lainnya. Isobutanol 
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menjadi salah satu alternatif bensin yang baik karena tidak larut dalam air dan 
memiliki nilai oktan yang mendekati bensin. Oleh karena itu, isobutanol berpotensi 
menjadi salah satu substitusi bahan bakar yang digunakan sekarang. Isobutanol 
dapat diproduksi secara alami oleh E. coli, C. acetobutylicum, dan S. cerevisiae. 
Enzim yang berperan penting dalam produksi isobutanol yaitu asetolaktat sintase 
(aLsS), asam-keto reduktoisomerase (ilvC), 2-asam keto dekarboksilase (Kdc), asam 
dihidroksi dehydratase (ilvD) dan alkohol dehidrogenase (adh) (Lee et al., 2019).  
Dengan memanfaatkan bahan baku berupa metana, biaya konversi yang 
dibutuhkan relatif lebih murah dibandingkan dengan bahan baku yang berbasis 
polisakarida. Rekayasa metabolisme dari bakteri metanotrof berpotensi dilakukan 
untuk memproduksi isobutanol dari bahan baku metana. Dengan menghasilkan galur 
bakteri metanotrof hasil rekayasa genetika, produksi isobutanol dengan bakteri 
metanotrof memberikan harapan baik untuk industri biofuel. Penelitian terhadap 
usaha rekayasa genetika pada Methylococcus capsulatus telah dilakukan untuk 
membuat jalur metabolismenya dalam menghasilkan isobutanol secara optimal.  
2.5.4 2,3-butanediol  
2,3-butanediol merupakan senyawa organik yang dapat digunakan secara 
luas untuk industri kimia dan biofuel, khususnya dapat digunakan untuk produksi 
bahan bakar alternatif melalui keterlibatan mikroorganisme. 2,3-butanediol memiliki 
kemampuan untuk meningkatkan nilai oktan bahan bakar. Umumnya, 2,3-butanediol 
ditambahkan pada bahan bakar ataupun menjadi campuran pada suatu bahan bakar. 
2,3-butanediol dapat diproduksi melalui jalur fermentasi mikroorganisme dari hasil 
konversi glukosa. Contoh mikroorganisme yang dapat memproduksi 2,3-butanediol 
yaitu Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, serta Saccharmoyces cerevisiae. 2,3-
butanediol memiliki tingkat toksisitas yang rendah sehingga akumulasinya tidak 
mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme secara signifikan. Untuk konversi 
piruvat dari jalur glikolisis menjadi 2,3-butanediol, α-asetolaktat sintase (als), 
asetolaktat dekarboksilase (aldc) dan 2,3 butanediol dehidrogenase (bdh) merupakan 
biokatalis yang berperan penting dalam konversi tersebut (Nguyen et al., 2018).  
Penggunaan metana sebagai bahan baku memiliki keuntungan yaitu 
membutuhkan biaya yang relatif lebih murah dibandingkan dengan yang berbasis 
polisakarida. Namun, studi terhadap konversi metana menjadi 2,3-butanediol masih 
terbatas dan perlu diteliti lebih dalam lagi. Untuk mengetahui teknik rekayasa 
metabolisme yang tepat bagi bakteri metanotrof dalam menghasilkan 2,3-butanediol, 
pengetahuan lengkap tentang gen spesifik yang terlibat, jalur metabolisme, dan 
potensinya dalam memproduksi produk tersebut perlu dipelajari terlebih dahulu. 
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Usaha untuk memproduksi 2,3-butanediol dan optimalisasinya oleh 
Methylomicrobium alcaliphilum 20Z telah dilakukan (Nguyen et al., 2018). Rekayasa 
genetika dilakukan pada M. alcaliphilum 20Z untuk meningkatkan ekspresi gen dan 




































 III. METODE PENELITIAN 
3.1 Waktu 
Kegiatan penulisan tugas akhir berupa literature review dilakukan pada semester 
ganjil tahun ajaran 2020 yaitu bulan September 2020 hingga bulan Juni 2021. 
3.2 Metode 
Penulisan tugas akhir ini menggunakan metode literature review atau studi 
kepustakaaan. Tugas akhir skripsi literature review merupakan penelitian kualitatif yang 
menghasilkan data deskriptif berisikan kata-kata, gambar, dan bukan angka yang diperoleh 
dari pengamatan pribadi. Data yang diperoleh berasal dari jurnal ilmiah nasional dan 
internasional yang telah dipublikasi dan dapat diakses di Google Scholar, Google Books, 
Elsevier, PubMed, Springer, dan ScienceDirect. Literatur diperoleh dengan menuliskan kata 
kunci yaitu: methanotrophic bacteria, recent development in biofuel industry, dan potential in  
biofuel by methanotrophic bacteria. Literatur yang digunakan merupakan terbitan dari 10 
tahun terakhir (2011-2021). Setelah mendapatkan literatur yang terbaru, diperlukan 
identifikasi index jurnal dengan kualitas yang baik. Jurnal yang dianggap baik untuk skripsi 
literatur mengacu pada keabsahan, kekonkretan dan seberapa banyak jurnal tersebut sudah 
dikutip pada karya ilmiah lainnya. Jurnal nasional yang digunakan dalam skripsi Review ini 
tergolong pada Sinta 1 dan Sinta 2 dan dapat dicek pada sinta.ristekbrin.go.id. Untuk jurnal 
internasional yang digunakan tergolong pada Q1 dan Q2 dan dapat dicek pada 
scimagojr.org. Selanjutnya, literatur yang telah dicek keabsahannya dan sesuai dengan topik 
tugas akhir akan diunduh dan dikelompokkan berdasarkan sub-topik pembahasan yang 
spesifik sehingga memudahkan apabila ingin mengaksesnya kembali. Sumber pustaka atau 
literatur yang dapat diunduh nantinya akan dimasukkan ke dalam sitasi serta daftar pustaka 
dengan aplikasi Mendeley untuk memudahkan penulis dalam penulisan,sebagai bukti 
sumber terpercaya, dan sesuai dengan ketentuan kepenulisan yang berlaku. 
Dalam penulisan skripsi literature review ini, terlebih dahulu menghimpun kalimat ide 
pokok, pendukung, serta data dari berbagai literatur untuk mendukung ide pokok. Setelah 
ini, dilakukan komparasikan kalimat-kalimat yang memiliki makna yang sama sehingga dapat 
merumuskan kalimat-kalimat yang lebih efektif. Selanjutnya, kerangka penulisan dibuat 
untuk membuat gambaran umum pembahasan dari setiap paragraf. Hal ini dilakukan untuk 
menciptakan pembahasan yang runtut dan berkesinambungan antar paragraf yang akan 




3.3 Teknik Analisis 
Teknik analisis data yang dilakukan memerlukan beberapa tahapan, yaitu 
pengumpulan data, pengolahan, penyajian dan penarikan kesimpulan. Literatur sesuai topik 
bahasan diunduh dan dikumpulkan terlebih dahulu. Literatur yang telah dikumpulkan 
kemudian diolah dengan mengelompokkan sesuai sub-topik bahasan sehingga dapat 
dibedah secara spesifik dan mudah mengakses literatur selama penyusunan skripsi Review. 
Kemudian, penyajian data dilakukan setelah menganalisis dan membandingkan data yang 
disajikan oleh beberapa jurnal sehingga mendapatkan ringkasan literatur yang paling baik 
dan sesuai. Analisis dan perbandingan data diharapkan dapat menemukan potensi suatu 
metode serta tantangan yang harus dihadapi kedepannya. Analisis data menyeluruh 
terhadap sub-topik yang dibahas di dalam skripsi literatur perlu dilakukan agar mendapatkan 
hasil dan menyajikan data yang tidak menyimpang. Penulisan ide pokok kemudian, data 
pendukung, serta kesimpulan dilakukan berdasarkan jurnal yang telah dipilih dan dianalisa 
sebelumnya. Oleh karena itu, penulisan skripsi literatur dapat dilakukan secara terstruktur 

























 Pemanfaatan metana sebagai bahan baku berpotensi baik untuk industri biofuel 
karena ketersediaannya yang melimpah dan dapat mengatasi masalah lingkungan yang 
disebabkan oleh metana itu sendiri. Dalam studi literatur yang dilakukan, bakteri metanotrof 
menghasilkan berbagai biokatalis yang dapat mengonversi metana menjadi produk biofuel 
yang diinginkan. Bakteri metanotrof memiliki keterbatasan yang perlu diatasi dan peluang 
yang dapat dikembangkan. Oleh karena itu, bab ini akan memaparkan jenis bakteri 
metanotrof dan metode rekayasa metabolisme yang dapat dilakukan untuk mengembangan 
bakteri metanotrof dalam memproduksi biofuel.  
4.1 Rekayasa Metabolisme pada Bakteri Metanotrof untuk Aplikasi Produksi Biofuel 
 Untuk mengatasi keterbatasan bakteri metanotrof dalam mengonversi metana 
menjadi produk biofuel, rekayasa jalur metabolisme perlu dilakukan. Dalam sistem rekayasa 
metabolisme bakteri metanotrof, terdapat ilmu biologi sistem, biologi sintentik, dan rekayasa 
metabolisme untuk menghasilkan produk-produk tertentu. Perkembangan dalam ilmu biologi 
sistem dan sintetik digunakan untuk menemukan metode karakterisasi dan rekayasa 
metabolisme yang tepat dan efisien (Nguyen and Lee, 2019). Oleh karena itu, rekayasa 
bakteri metantotrof terbilang kompleks dan berpotensi untuk dipelajari dan dikembangkan 
lebih lanjut.  Sebelum mengetahui teknik rekayasa metabolisme yang tepat untuk optimasi 
bakteri metanotrof, pengetahuan terhadap genetic tools yang sesuai serta sistem rekayasa 
metabolisme yang dapat digunakan perlu diketahui lebih lanjut.  
4.1.1 Genetic Tools dan Sistem Rekayasa Metabolisme 
 Genetic tools merupakan teknik atau alat yang terlibat dalam mengetahui 
informasi, manipulasi, dan mengendalikan ekspresi genetik dan metabolisme dari 
suatu organisme. Dalam hal ini, genetic tools yang efisien terus dipelajari dan 
dikembangkan untuk rekayasa genetika dan metabolisme bakteri metanotrof. 
Teknologi transfer gen spesifik, insersi dan delesi gen mutan, kontrol ekspresi gen 
spesifik, replikasi vektor plasmid, dan beberapa studi OMICS termasuk dalam genetic 
tools yang digunakan dalam merekayasa metabolisme dari bakteri metanotrof untuk 
menghasilkan biofuel dengan mengatasi beberapa kekurangan dari galur murninya 
(Nguyen dan Lee, 2019). 
Sistem rekayasa metabolisme merupakan kombinasi ilmu biologi sistem, 
biologi sintetik, dan rekayasa genetika. Hal tersebut memberikan peluang besar 
dalam penemuan dan pengembangan galur terbaik yang ingin dicapai dalam 
aplikasinya di industri, termasuk proses produksi biofuel (Kalyuzhnaya et al., 2015). 
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Perkembangan dalam biologi sistem dan biologi sintetik seperti studi dan teknologi 
OMICS, simulasi metabolisme dalam skala genom, serta rekayasa genetika 
berpotensi dapat memberikan wawasan terhadap metode yang efisien untuk 
mengkarakterisasi karakteristik fisiologis maupun metode rekayasa metabolisme 
yang tepat untuk bakteri metanotrof (Choi et al., 2019). Dengan ini, keberhasilan 
bakteri metanotrof hasil rekayasa genetika dapat tercapai serta memiliki keunggulan 
yang kian meningkat.   
Dalam mengembangkan bakteri metanotrof, pendekatan sistem rekayasa 
metabolisme secara lengkap dapat memaksimalkan produktivitas bakteri metanotrof 
dalam menghasilkan produk yang diinginkan. Sistem rekayasa metabolisme 
melibatkan proses upstream, midstream, maupun downstream dalam memproduksi 
produk tertentu. Proses upstream merupakan keseluruhan dari proses awal 
pengembangan suatu penelitian, seperti menentukan latar belakang suatu penelitian 
yang akan dilakukan, potensi bahan baku yang akan dimanfaatkan, penentuan 
mikroorganisme yang terlibat, rekonstruksi jalur metabolisme mikrooganisme, proses 
rekayasa genetika, serta optimasi flux metabolik (Choi et al., 2019). Proses 
midstream merupakan proses fermentasi yang melibatkan proses pertumbuhan 
bakteri hasil rekayasa dan produksi produk yang diinginkan dalam skala laboratorium 
hingga skala besar secara bertahap. Optimasi kondisi lingkungan dapat dianalisa dan 
dilakukan pada tahap tersebut. Selain itu, proses purifikasi untuk mendapatkan 
produk yang diinginkan juga dilakukan pada tahap downstream (Choi et al., 2019).  
Sebuah penelitian diawali dengan melakukan perencanaan proyek secara 
menyeluruh. Perencanaan proyek meliputi penentuan latar belakang penelitian 
dilakukan, bahan baku yang berpotensi dimanfaatkan, serta pemanfaatan komponen 
biologi yang akan dikembangkan lebih lanjut (Choi et al., 2019). Dalam penulisan ini, 
latar belakang penelitian didapatkan dari masalah yang dihadapi masyarakat dalam 
pemenuhan kebutuhan energi dan bahan baku. Dari latar belakang yang ditentukan, 
analisa terhadap bahan baku dan komponen biologi yang terlibat dapat dilakukan. 
Bahan baku yang berpotensi dimanfaatkan untuk produksi bahan kimia dan biofuel 
yaitu metana. Dengan bantuan bakteri metanotrof, konversi metana menjadi 
biomassa lipid dan produk kimia lainnya dapat dilakukan. Selanjutnya, analisa dan 
penelitian mendalam terhadap bakteri metanotrof dapat dilakukan untuk mengetahui 
karakteristik fisiologis dan metabolismenya secara menyeluruh. Oleh karena itu, 
pengetahuan tersebut dapat digunakan untuk memberikan gambaran terhadap 
metode rekonstruksi metabolisme yang akan dilakukan pada tahap selanjutnya.  
Rekonstruksi jalur metabolisme bertujuan agar produk yang diinginkan dapat 
dihasilkan oleh bakteri metanotrof melalui simulasi model metabolik. Simulasi model 
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metabolik merupakan cara untuk mengidentifikasi gen target yang berpotensi 
dimodifikasi, biokatalis yang perlu diinaktivasi, maupun regulator yang terlibat dan 
mengatur ekspresi gen (Kalyuzhnaya et al., 2013). Dengan bantuan bioinformatika 
ataupun database rekonstruksi jalur metabolisme yang tersedia pada MetaCyc, dapat 
membantu dalam tahap ini. Alat seperti COBRA atau Pathway Tools merupakan alat 
pemrograman linier dapat digunakan selanjutnya untuk menganalisis konversi 
matematis dari rekonstruksi jalur metabolisme dan data bakteri metanotrof seperti 
tingkat akumulasi biomassa, tingkat konversi metana, ekspresi gen, maupun aktivitas 
enzim (Choi et al., 2019).  
Proses rekayasa genetika kemudian dilakukan sesuai dengan hasil 
rekonstruksi jalur metabolisme yang telah disesuaikan dengan jenis bakteri 
metanotrof yang digunakan. Konstruksi plasmid, teknik rekayasa genetika, vektor 
plasmid yang terlibat, teknik transfer gen, dan seleksi antibiotik terhadap keberhasilan 
plasmid rekombinan termasuk pada tahapan ini. Optimasi dari hasil rekayasa 
genetika tersebut juga dapat dilakukan dengan mengatur dan meningkatkan ekspresi 
gen target dengan bantuan gen regulator yang terlibat. Selain itu, optimasi flux 
metabolik juga termasuk ke dalam penelitian sistem rekayasa metabolisme. Hal ini 
dilakukan agar jalur flux karbon pada metabolisme bakteri metanotrof dapat 
difokuskan untuk meningkatkan produksi produk yang diinginkan. Optimasi flux 
metabolik melibatkan teknik rekayasa seperti teknik DNA/RNA sequencing, CRISPR, 
gene knockdown, serta analisa omics, stabilitas ekpsresi plasmid, dan lainnya (Choi 
et al., 2019).  
Pada proses midstream, fermentasi pada skala laboratorium dilakukan untuk 
menghasilkan biomassa ataupun target produk kimia yang diinginkan. Pertumbuhan 
dan fermentasi bakteri hasil rekayasa untuk menghasilkan biomassa dan target 
produk dilakukan dalam skala laboratorium dan ditingkatkan secara bertahap hingga 
skala besar. Kondisi lingkungan dalam media dan bioreaktor diatur hingga mencapai 
kondisi optimum untuk mencapai pertumbuhan sel bakteri yang maksimal pada fase 
log. Pada proses downstream, biomassa atau target produk yang dihasilkan 
dipisahkan dari media pada bioreaktor dan dipurifikasi untuk mendapatkan produk 
murni. Transesterifikasi perlu dilakukan untuk mengubah lipid menjadi produk 
biodiesel (Dong et al., 2017).   
4.1.1.1 Studi OMICS 
Identifikasi sekuen DNA dari bakteri metanotrof perlu dilakukan terlebih 
dahulu agar dapat mengeksplorasi dan mempelajari karakteristik dan sistem 
metaboliknya secara mendalam. Teknologi dan analisa OMICS digunakan 
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untuk mengidentifikasi, mengurutkan, dan menganotasi sekuen DNA dari 
bakteri metanotrof (Nguyen and Lee, 2019). Analisa genomik menunjukkan 
bakteri metanotrof memiliki perbedaan genomik yang signifikan walaupun 
spesies berkerabat dekat. Analisa genomik menunjukkan bakteri metanotrof 
memiliki perbedaan susunan gen yang signifikan walaupun spesies berkerabat 
dekat. Walaupun demikian, bakteri metanotrof secara keseluruhan memiliki 
jalur utama metabolisme C1 yang sama. Hasil dari analisa genomik tersebut 
selanjutnya dapat digunakan untuk rekonstruksi metabolisme dalam skala 
genomik dan optimasi flux metabolism (Henard and Guarnieri, 2018).  
Studi transkriptomik dan metabolomik juga dapat memberikan wawasan 
pengetahuan pemanfaatan metana pada jalur metabolisme utama bakteri 
metanotrof alphaproteobacteria dan gammaproteobacteria. Dengan profiling 
transkriptomik, ditemukan pada M. capsulatus (Bath) bahwa terdapat 
perubahan energi metabolisme yang signifikan denga ada dan tiadanya 
tembaga pada lingkungan, serta bergantung pada enzim pMMO atau sMMO. 
Dari hasil profiling transkriptomik juga membuktikan bahwa kuinon berfungsi 
sebagai donor elektron enzim pMMO pada proses oksidasi metana. Data yang 
didapatkan pada hasil studi OMICS selanjutnya dikumpulkan dan dapat 
digunakan untuk mengidentifikasi hambatan pada metabolismenya serta 
menemukan target gen yang dapat direkayasa pada bakteri metanotrof (Henard 
and Guarnieri, 2018).  
Tabel 4.1. Studi OMICS yang Digunakan untuk Bakteri Metanotrof 
Jenis Bakteri 
Metanotrof 




Peran enzim MMO dalam 







Metabolisme bakteri dalam 
kondisi oksigen minimum 
(Gilman et al., 2017). 
Methylocystis sp. SB2 
Genomik, 
Transkriptomik 
Analisa metabolisme bakteri 
dalam lingkungan yang 
mengandung metana dan 
etanol 
(Vorobev et al., 
2014) 
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Keseimbangan redoks dalam 
metabolisme bakteri dalam 
konversi metana 





Tabel 4.1 diatas menunjukkan studi OMICS yang telah dilakukan untuk 
penelitian terhadap bakteri metanotrof. Transkriptomik merupakan studi OMICS 
yang umum dilakukan pada penelitian terhadap bakteri metanotrof. Studi 
transkriptomik merupakan analisis transkrip RNA (transkriptom) sehingga dapat 
memahami mekanisme metabolisme sel dari pola ekspresi gen dan 
mengindentifikasi regulator pada proses transkripsi (Ajjawi et al., 2017). Dengan 
mengidentifikasi regulator transkripsi, diharapkan dapat mengatur regulator 
transkripsi sehingga meningkatkan ekspresi gen dalam memproduksi target 
produk yang diinginkan.  
Selain itu, sistem metabolisme bakteri metanotrof juga dapat 
diidentifikasi dengan studi metabolomik. Dengan mengidentifikasi dan 
mengetahui jumlah metabolit yang dihasilkan pada suatu sistem metabolisme, 
kita dapat mengetahui batasan yang dapat dilakukan untuk menghilangkan jalur 
metabolisme yang tidak diperlukan dan fokus terhadap jalur metabolisme yang 
diinginkan. Selain itu, perubahan metabolisme yang dihasilkan dari hasil 
rekayasa metabolisme juga dapat diketahui melalui studi metabolomik (Ohtake 
et al., 2017). Dengan studi proteomik, protein yang dihasilkan dari ekspresi gen 
yang terlibat dalam metabolisme bakteri metanotrof dapat diidentifikasi struktur 
dan fungsinya. Dari ekspresi protein yang dihasilkan pada proses translasi, 
pemahaman proses metabolisme sel dapat tercapai (Xu et al., 2018). Analisa 
flux metabolisme juga dapat dilakukan untuk mengidentifikasi jalur metabolisme 
bakteri metanotrof. Dengan mengidentifikasi alur dan mengetahui jumlah flux 
metabolik karbon, target rekayasa metabolisme dapat ditentukan sehingga 
dapat menghasilkan target produk yang diinginkan dari jalur metabolisme 
bakteri metanotrof (Kalyuzhnaya et al., 2013).  
4.1.1.2 Teknik Rekayasa Genetika pada Bakteri Metanotrof  
Upaya yang dapat dilakukan untuk menghasilkan bakteri metanotrof 
hasil rekayasa genetika salah satunya adalah dengan penerapan random 
mutagenesis (Henard dan Guarnieri, 2018). Random mutagenesis dapat 
dilakukan dengan menginsersi atau delesi nukleotida dari suatu sekuen target 
gen (Aween, 2019). Namun, tingkat keberhasilan insersi gen resisten antibiotik 
dan asam amino pada Methylococcus dan Methylomonas dengan metode 
ultraviolet maupun dengan bahan kimia seperti etil metanosulfat rendah atau 
sulit dilakukan. Hal ini disebabkan oleh sistem perbaikan DNA yang dimiliki 
Methylococcus spp. dan Methylomonas spp. memiliki ketelitian yang tinggi 
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sehingga hasil rekayasa genetika yang dilakukan dianggap sebagai kerusakan 
susunan gen yang perlu diperbaiki (Henard dan Guarnieri, 2018).  
Di sisi lain, sebuah hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteri 
metanotrof yang hanya dapat hidup dengan kandungan metanol diisolasi 
dengan diklorometana. Bakteri metanotrof yang dapat hidup pada lingkungan 
tersebut bersifat resisten terhadap diklorometana dan ditemukan juga bahwa 
terjadi penurunan aktivitas MMO (Puri et al., 2015). Walaupun tidak dilakukan 
rekayasa genetika secara langsung, inaktivasi pMMO terjadi akibat kondisi 
lingkungan isolasi yang dilakukan. Dari kedua hal tersebut, dapat disimpulkan 
bahwa faktor penghambat dari keberhasilan rekaya metabolisme dari bakteri 
metanotrof adalah metode screening dan seleksi yang digunakan. Oleh karena 
itu, sistem rekayasa metabolisme yang merupakan kombinasi studi biologi 
sintetik, sistem biologi, dan rekayasa genetika dapat digunakan dapat 
meningkatkan keberhasilan dalam memperoleh bakteri metanotrof hasil 
rekayasa metabolisme. Studi dan pengamatan biologi sintetik dan rekayasa 
genetika telah berhasil diaplikasikan pada beberapa galur dari bakteri 
metanotrof. Regulasi ekspresi gen hingga rekayasa genetika merupakan 
bagian dari studi biologi sintetik yang terus dipelajari untuk eksplorasi dan 
pengembangan galur bakteri metanotrof. Plasmid vektor seperti pCM184 telah 
terbukti digunakan untuk ekspresi gen dan membantu proses rekayasa 
genetika pada bakteri metanotrof. Selain itu, metode gene knockout atau 
rekombinasi homolog juga berhasil dilakukan dan dikembangkan lebih lanjut 
untuk bakteri metanotrof (Nguyen dan Lee, 2019).  
Regulasi ekspresi gen dengan peningkatan ataupun penurunan 
ekspresi gen target juga dapat diterapkan pada bakteri metanotrof. Pada bakteri 
metanotrof, IncP, IncQ, dan plasmid pBBR memiliki peran utama dalam 
menghasilkan vektor ekspresi untuk ekspresi gen heterolog dan homolog. Pada 
penelitian analisa ekspresi gen dari Methylomicrobium alcaliphilum yang 
menggunakan metana sebagai sumber metabolismenya juga memberikan bukti 
bahwa ditemukan ekspresi yang tinggi dari promoter yaitu pMMO operon 
(pmoC, pmoA, pmoB), metanol dehydrogenase (mxa), dan hexulosa fosfat 
isomerase (hpi) (Kalyuzhnaya et al., 2013). Selanjutnya, promoter mxa (Pmxa) 
digunakan untuk ekspresi gen konstitutif yang tinggi pada Methylomicrobium 
sehingga berfungsi untuk meningkatkan produksi metanol dehidrogenase 
dalam mengonversi metanol (Henard and Guarnieri, 2018).  
Gene knockout atau integrasi gen melalui rekombinasi homolog juga 
dikembangkan (Nguyen dan Lee, 2019). Vektor plasmid berperan dalam proses 
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gene knockout dan menghasilkan rekombinan. Ekspresi heterolog rekombinasi 
Cre dan gen resisten antibiotik Kanamisin merupakan gen asing pertama yang 
dapat diekspresikan pada bakteri metanotrof (Henard and Guarnieri, 2018). 
Insersi maupun delesi gen dilakukan dengan metode rekombinasi homolog 
pada flanking region di target gen. Metode tersebut berhasil diterapkan untuk 
Methylobacterium extorgquens AM1 dengan vektor pCM184. pCM184 
mengandung marker resisten terhadap antibiotik kanamisin yang dapat 
menonaktifkan ataupun sebaliknya melalui ekspresi Cre recombinase (Henard 
and Guarnieri, 2018). pCM184 digunakan sebagai vektor plasmid pada proses 
rekayasa genetika M. alcaliphilum dan M. buryatense (Puri et al., 2015). 
Selain itu, Transposon insertional mutagenesis menjadi metode yang 
juga berhasil menyumbang dan paling umum dilakukan pada bakteri metanotrof 
hasil rekayasa genetika. Sistem Tn5 dari transposon mutagenesis berhasil 
dalam menghasilkan Methylomonas spp. dalam meningkatkan kemampuan 
fiksasi nitrogen. Dengan sistem Tn5, gen karotenoid tanpa promoter disisipkan 
pada Methylomonas spp. untuk meningkatkan produksi karotenoid dua puluh 
kali lipat lebih tinggi pada dibandingkan galur murni Methylomonas 16a (Henard 
dan Guarnieri, 2018).  
4.1.1.3 Teknologi Transfer Gen 
Dalam menghasilkan bakteri rekombinan, transfer gen dilakukan dari 
donor untuk bakteri resipien. Bakteri dapat melakukan transfer gen secara 
natural dengan proses konjugasi. Konjugasi didefinisikan sebagai proses 
transfer plasmid maupun bersamaan dengan DNA yang telah disisipkan dalam 
plasmid dari bakteri donor ke bakteri resipien (Henard dan Guarnieri, 2018). 
Menurut (Lee et al., 2019), konjugasi merupakan metode transfer gen yang 
paling efisien dalam penerapannya di bakteri metanotrof. Pada proses 
konjugasi biparental, vektor plasmid yang dimiliki donor E.coli galur S17-1 
ditransfer ke resipiennya yaitu bakteri metanotrof aerobik. Metode ini efisien dan 
lebih mudah dilakukan karena proses konjugasi dapat terjadi secara natural 
dengan isolasi di cawan petri dalam kondisi tertentu. Media agar yang 
umumnya digunakan untuk menumbuhkan bakteri metanotrof secara optimal 
adalah media NMS (Nitrat-Mineral-Garam) dan dapat dilengkapi dengan 
ekstrak khamir untuk kebutuhan donor (Kalyuzhnaya et al., 2015).  Selain itu, 
penambahan oksigen serta metana dalam perbandingan tertentu diperlukan 
untuk mendukung pertumbuhan optimal bakteri metanotrof. Selanjutnya, 
dilakukan tahap seleksi menggunakan metode resisten antibiotik pada cawan 
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petri. Bakteri yang dapat hidup dalam kondisi tersebut merupakan bakteri yang 
berhasil disisipkan vektor plasmid. Umumnya, Rifamycin dapat digunakan 
dalam tahap seleksi (Kalyuzhnaya et al., 2015). Selain itu, konjugasi triparental 
pada bakteri metanotrof juga dapat dilakukan dengan penambahan keterlibatan 
vektor plasmid antara seperti pRK2013 (Lee et al., 2019).  
Selain konjugasi, transfer gen dapat dilakukan dengan teknik 
elektroporasi. Dengan kejut aliran listrik, dapat menginduksi pori membran sel 
bakteri membesar dan selanjutnya DNA dapat masuk dan tersisipkan (Lee et 
al., 2019). Keberhasilan transfer plasmid dengan metode elektroporasi berawal 
dari proses transfer plasmid IncP ke bakteri Methylococcus capsulatus yang 
telah dilakukan selama 25 tahun belakangan (Henard dan Guarnieri, 2018). 
Perkembangan teknik elektroporasi terus dikembangkan dan telah dapat 
diterapkan untuk bakteri metanotrof kelompok II, antara lain Methylocystis sp. 
SC2 dan Methylocella silvestris BL2. Pada Methylocystis sp. SC2, elektroporasi 
digunakan untuk menyisipkan suicide vector untuk proses delesi pmo 
(particulate methane monooxygenase) operon. Melalui teknik elektroporasi, 
sistem mutagenesis dari Methylocella silvestris BL2 juga telah ditemukan 
(Kalyuzhnaya et al., 2015). Perkembangan pada teknik elektroporasi 
selanjutnya ditemukan pada bakteri metanotrof kelompok I. Efisiensi 
transformasi yang tinggi telah ditemukan pada Methylomicrobium buryatense 
5G(B1), Methylomonas sp. LW13, dan Methylobacter tundripaludum  (Lee et 
al., 2019). Keterbatasan dalam eksplorasi teknik elektroporasi pada bakteri 
metanotrof dirasakan karena karakteristik dan sistem metabolisme bakteri 
metanotrof yang bermacam-macam dan perlu dipelajari lebih dalam lagi. Disisi 
lain, perkembangan teknik elektroporasi pada jenis bakteri metanotrof lainnya 
perlu dilakukan karena berpotensi untuk perkembangan yang pesat bagi teknik 
rekayasa metabolisme bakteri metanotrof (Kalyuzhnaya et al., 2015). 
4.1.1.4 Vektor Plasmid 
Vektor plasmid merupakan genetic tools yang digunakan untuk proses 
transfer gen, insersi gen, dan sebagai vektor replikasi. Berbagai jenis vektor 
plasmid telah berhasil digunakan untuk ekspresi gen pada bakteri metanotrof 
aerobik. Pada tabel 4.2, menunjukkan bahwa plasmid IncP merupakan plasmid 
yang paling banyak digunakan pada bakteri metanotrof. Beberapa vektor 
plasmid lainnya yang dapat digunakan yaitu pBBR dan IncQ. Berikut tabel 4.2 
menunjukkan genetic tools berupa plasmid vektor yang berhasil digunakan 
untuk bakteri metanotrof.  
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Tabel 4.2. Plasmid Vektor yang Digunakan pada Bakteri Metanotrof 
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Methylomicrobium 
buryatense 
Replikasi 2,4 g/L glikogen 













Reporter termasuk GFP, dTomato, catechol dioxygenase (dikodekan 
oleh xylE), dan betagalactosidase (dikodekan oleh lacZ) semuanya telah 
berhasil digunakan dalam metanotrof, namun ekstrak bebas sel sering 
diperlukan untuk hasil yang lebih akurat dan dapat diulang (Ojala et al.,  2011; 
Puri et al., 2015). Vektor plasmid sebagai plasmid replikasi mengandung 
reporter gen yang berfungsi sebagai penanda gen target yang ditransformasi 
berhasil melakukan ekspresi gen atau tidak. Gen reporter yang berhasil 
digunakan pada bakteri metanotrof antara lain GFP, dTomato, xylE yang 
mengkode dioksigenase katekol, serta lacZ yang mengkode betagalktosidase 
(Kalyuzhnaya et al., 2015).  
4.1.2 Potensi Bakteri Metanotrof Dalam Rekayasa Metabolisme 
Melalui sistem metabolismenya, bakteri metanotrof menggunakan flux tinggi 
dalam mengonversi metana menjadi produk akhir yang dapat diaplikasikan pada 
industri biofuel. Bakteri metanotrof kelompok I (menghasilkan senyawa antara berupa 
piruvat dan kelompok II menghasilkan asetil-KoA yang dapat digunakan menjadi 
produk biofuel. Potensi dalam rekayasa metabolisme dapat dilakukan berdasarkan 
senyawa yang dihasilkan pada jalur metabolisme dasar yang dimiliki bakteri 
metanotrof.  
4.1.2.1 Meningkatkan Konversi Flux Metana Menjadi Piruvat dan Asetil-
KoA 
Senyawa antara pada metabolisme bakteri metanotrof berupa piruvat 
ataupun asetil-KoA dapat berpotensi dikonversi lebih lanjut untuk menghasilkan 
produk biofuel. Oleh karena itu, rekayasa metabolisme dapat difokuskan pada 
peningkatan flux pada senyawa piruvat dan asetil-KoA. Gamber 4.1 
menunjukkan potensi produk yang dapat dihasilkan dalam industri kimia 
maupun biofuel. Bakteri metanotrof memiliki kemampuan untuk mengonversi 
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senyawa karbon antara yang dihasilkan dari metana menjadi produk-produk 
tersebut. Pada jalur metabolisme utama bakteri metanotrof, metana dapat 
dikonversi menjadi sejumlah senyawa antara yang dihasilkan sepanjang jalur 
metabolismenya yaitu metanol, formaldehid, serta hidrogen. Bakteri metanotrof 
memiliki kemampuan untuk mengonversi metana menjadi senyawa antara 
berupa karbon C-2 dan C-4. Senyawa yang dapat digunakan untuk produksi 
biofuel berupa senyawa karbon C-2 yaitu metil- (FAME) dan etil ester asam 
lemak (FAEE) yang dapat digunakan sebagai biodiesel. Senyawa karbon C-3 
yang dapat dihasilkan dari konversi metana yaitu glukosa, sukrosa, dan 
isobutanol yang dapat digunakan sebagai bahan alternatif bensin. Selain itu, 
2,3-butanediol yang merupakan senyawa karbon C-4 juga dapat dihasilkan 
untuk dijadikan biofuel (Kalyuzhnaya et al., 2015). 
 
Gambar 4.1. Produk Berpotensi Dihasilkan melalui Konversi Metana oleh Bakteri Metanotrof 
(Kalyuzhnaya et al., 2015). 
Prinsip rekayasa metabolisme yang dapat dilakukan pada bakteri 
metanotrof adalah dengan mengeliminasi beberapa langkah pada jalur 
biosintesisnya. Pada bakteri metanotrof kelompok I (Gammaproteobakteria), 
glikogen dan zat polimer ekstraseluler (EPS) seperti eksopolisakarida 
merupakan tempat penyimpanan karbon utama (Kalyuzhnaya, Puri and 
Lidstrom, 2015). Glikogen dihasilkan dari 40% g/g hasil asimilasi metana dan zat 
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polimer ekstraseluler dihasilkan dari 30% g/g hasil asimilasi metana (Gilman et 
al., 2015). Kedua hal ini dapat menurunkan potensi konversi flux karbon menjadi 
produk yang diinginkan. Dengan menyederhanakan jalur biosintesis dari bakteri 
metanotrof, diharapkan akan meningkatkan jumlah gula-fosfat sehingga dapat 
dialihkan untuk produksi biofuel. Hal yang sama juga diharapkan berhasil pada 
upaya peningkatan produksi asetil-KoA oleh bakteri metanotrof kelompok II. 
Dengan mengeliminasi beberapa langkah jalur biosintesis yang menghasilkan 
poli hidroksi butirat (PHB), konversi asetil-KoA dapat difokuskan dan meningkat.   
Pada kondisi lingkungan dengan oksigen yang rendah, pertumbuhan sel 
bakteri metanotrof menurun dan proses fermentasi terjadi dengan menghasilkan 
asetat, format, laktat, dan hidrogen (Kalyuzhnaya et al., 2013). Asetat 
merupakan senyawa karbon C-2 yang dihasilkan oleh bakteri metanotrof melalui 
proses fermentasi. Untuk meningkatkan biosintesis metil- dan etil ester asam 
lemak, inaktivasi enzim asetat kinase berpotensi untuk menekan produksi asetat 
dan meningkatkan produksi metil- dan etil- ester asam lemak.  
Bakteri metanotrof berpotensi dalam memproduksi lipid (FAEE, FAME) 
yang dapat digunakan dalam produksi biofuel. Bakteri metanotrof kelompok 
Alfaproteobakteria dan Gammaproteobakteria menghasilkan enzim pMMO yang 
memiliki sistem intrasitoplasmik membran (Kalyuzhnaya et al., 2015). Oleh 
karena itu, flux metabolisme yang tinggi digunakan oleh bakteri metanotrof untuk 
sintesis asam lemak yang akan diproses lebih lanjut untuk menghasilkan bahan 
bakar alternatif. Bakteri metanotrof kelompok I dapat diaplikasikan untuk 
produksi asam lemak dan turunannnya karena menghasilkan biomassa sel yang 
lebih tinggi dibandingkan kelompok II. Contoh rekayasa metabolisme yang 
berpotensi dapat dilakukan untuk bakteri metanotrof adalah dengan 
meningkatkan ekspresi thioesterase tesA sehingga dapat memproduksi asam 
lemak bebas (Kalyuzhnaya et al., 2015).  
Menurut penelitian (Demidenko et al., 2017), Methylomicrobium 
buryatense 5G(B1) berpotensi untuk menghasilkan asam lemak untuk produksi 
biofuel. Dengan meningkatkan flux karbon untuk menghasilkan asetil- dan 
malonil-KoA, diharapkan dapat meningkatkan produksi asam lemak. 
Meningkatkan aliran karbon untuk produksi asetil- dan malonil-KoA dapat 
dilakukan dengan delesi gen pengkode asetat kinase (ack) sehingga terjadi 
inaktivasi enzim tersebut untuk memproduksi asetat. Selain itu, peningkatan 
ekspresi gen pengkode asetil-KoA (acc) yang bersamaaan dengan delesi gen 
pengkode asetat kinase (ack) perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk 
menghasilkan asam lemak dalam kadar yang lebih tinggi.  
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4.1.2.2 Pemanfaatan Jalur Fosfoketolase 
Rekayasa metabolisme pada bakteri metanotrof kelompok I 
(Gammaproteobakteria) telah membuka peluang baru dalam industri biofuel 
yang umumnya memanfaatkan bahan baku berupa karbohidrat dan 
pemanfaatan glukosa untuk produksi biofuel. Bakteri metanotrof 
Gammaproteobakteria, salah satunya yaitu Methylotuvimicrobium buryatense 
5GB1C, memiliki dua jalur glikolisis yaitu jalur Emden-Meyerhof-Parnas (EMP) 
dan Entner-Doudoroff (ED). Gen pengkode enzim pada jalur ED yaitu gen edd 
yang mengkode enzim 6-fosfoglukonat dehidratase dan eda yang mengkode 
enzim aldolase dipisahkan dengan gen downstream yaitu gltA. Keberhasilan 
rekayasa metabolisme dengan optimalisasi jalur ED dilakukan dengan bantuan 
plasmid pBAD dan pJ23101 (He et al., 2020). Namun, ditemukan keterbatasan 
pada hasil rekayasa metabolisme tersebut. Jumlah rendemen produk berupa 
asetil-KoA terhambat akibat kehilangan karbon pada proses dekarboksilasi 
piruvat secara aerobik (Henard dan Guarnieri, 2018). Untuk mengatasi 
keterbatasan tersebut, jalur fosfoketolase (PKT) dapat dimanfaatkan sebagai 
jalur alternatif untuk menghasilkan asetil-KoA tanpa melewati proses 
dekarboksilasi piruvat.  Gambar 4.2 menunjukkan perbandingan jalur EMP dan 











Gambar 4.2. Konversi Metana Melalui Jalur Fosfoketolase dan EMP. F6P, fruktosa-6-
fosfat; G3P, gliseraldehid-3-fosfat; X5P, xilulosa-5-fosfat; AcP, asetil-fosfat; 
E4P, eritrosa-4-fosfat; FPkt, F6P fosfoketolase; XPkt, X5P fosfoketolase; 
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Pta, fosfotranasetilase; Ack, asetat kinase; Acs, asetil kinase (Henard et 
al., 2017). 
Pada bakteri metanotrof kelompok Gammaproteobakteria, asimilasi 
metana dimulai dengan konversi formaldehid menggunakan siklus RuMP dan 
didapatkan fruktosa-6-fosfat. Selanjutnya, fruktosa-6-fosfat memasuki jalur 
EMP dan menghasilkan 2 molekul asetil-KoA sebagai produk akhir pada jalur 
tersebut. Pada tahap konversi 2 piruvat menjadi 2 asetil-KoA, terjadi 
dekarboksilasi dengan kehilangan 2 molekul karbon dioksida.  Untuk 
meningkatkan hasil rendemen asetil-KoA, fruktosa-6-fosfat dapat 
menggunakan jalur fosfoketolase yang dapat diterapkan pada sistem 
metabolisme bakteri metanotrof dengan rekayasa metabolisme. Fruktosa-6-
fosfat (F6P) maupun xilulosa-5-fosfat (X5P) dari siklus RuMP dikonversi dengan 
enzim fosfoketolase (FPkt, XPkt) sehingga menghasilkan asetil-fosfat. Asetil-
fosfat kemudian dikonversi menjadi asetil-KoA dengan enzim transasetilase. 
Asetil-fosfat juga dapat dikonversi menjadi asetat dan menghasilkan 3 ATP 
dengan enzim asetat kinase. 3 ATP digunakan untuk konversi asetat menjadi 
asetil-KoA dengan bantuan enzim asetil-KoA sintase (Henard et al., 2017). 
Berdasarkan gambar 4.2, dapat dilihat bahwa jalur fosfoketolase menghasilkan 
tiga molekul asetil-KoA yang jumlahnya lebih banyak dibandingkan jalur EMP 
yang menghasilkan dua molekul asetil-KoA. Rekayasa metabolisme dengan 
memanfaatkan jalur fosfoketolase diharapkan dapat meningkatkan rendemen 
produk akhir yang diinginkan.  
4.1.2.3 Meningkatkan Tingkat Asimilasi Metana 
Asimilasi metana yang masih terbilang rendah masih menjadi salah satu 
hambatan yang dimiliki bakteri metanotrof galur murni. Walaupun transfer 
massa metana pada fase gas ke cair telah ditingkatkan untuk memaksimalkan 
pemanfaatan metana, asimilasi metana oleh bakteri metanotrof masih menjadi 
penghambat karena laju asimilasi yang rendah. Selain meningkatkan konversi 
flux metana menjadi produk spesifik yaitu asetil-KoA ataupun piruvat, 
pengembangan terhadap enzim MMO dalam stabilitas dan produktivitas juga 
berpotensi dilakukan. Oleh karena itu, fokus rekayasa metabolisme bakteri 
metanotrof untuk meningkatkan laju asimilasi metana adalah dengan 
menghapus jalur metabolisme lainnya, inaktivasi ekspresi gen yang terlibat 
dalam jalur metabolisme kompetitif, meningkatkan ekspresi gen yang terlibat 
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dalam jalur metabolisme spesifik, serta meningkatkan produktivitas dari enzim 
utama metanotrof yaitu MMO (Henard dan Guarnieri, 2018). 
Dalam usaha untuk meningkatkan produktivitas dari enzim MMO, 
rekayasa protein dilakukan sehingga proses asmilasi dan oksidasi metana 
dapat meningkat (Henard dan Guarnieri, 2018). Rekayasa protein merupakan 
teknik rekayasa yang dilakukan untuk mengembangkan protein dengan desain 
dan evolusi terarah. Desain protein dilakukan dengan mempelajari struktur, 
fungsi, pelipatan, dan informasi mendalam tentang protein tersebut sehingga 
dapat menentukan target dan teknik yang akan digunakan (Turanli-Yildiz et al., 
2012). Evolusi terarah dengan mutasi acak (random mutagenesis) dilakukan 
dan dipilih target yang berhasil hidup dan sesuai yang diinginkan. 
Penggunaan teknologi modern berupa CRISPR yang digabungkan 
dengan high-throughput oligo generation pada bakteri metanotrof dilakukan 
untuk menghasilkan pMMO dengan kinerja yang meningkat (Garst et al., 2017). 
Gabungan dari CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats) dan high-throughput oligo generation berupa next generation 
sequencing diharapkan dapat menghasilkan hasil mutasi secara masif, tingkat 
keberhasilan yang tinggi, dan secara bersamaan sehingga dapat menghemat 
waktu. Dengan penggabungan kedua teknologi modern tersebut, dapat 
menghasilkan kombinasi pMMO hasil mutasi dalam jumlah yang sangat besar 
secara bersamaan. Hal ini diharapkan dapat memberikan peluang keberhasilan 
mutasi yang lebih besar dibandingkan teknologi lainnya. Target mutasi dapat 
dilakukan pada operon pmoB maupun struktur trimerik yang dimiliki pMMO. 
Gen pmoB merupakan letak dari situs katalitik enzim pMMO. Struktur trimerik 
yang dimaksud tersusun atas operon pmoCAB, yaitu gen pengkode 3 subunit 











4.2 Aplikasi Pengembangan Bakteri Metanotrof pada Produk Biofuel 
 Bakteri metanotrof diketahui dapat menghasilkan beberapa produk yang berpotensi 
untuk dijadikan produk biofuel. Biometanol, biodiesel, isopropanol, dan isopropanol 
merupakan produk biofuel yang berpotensi dihasilkan dari hasil konversi metana oleh bakteri 
metanotrof. Tabel 4.3 berikut menunjukkan studi produk biofuel pada bakteri metanotrof. 
Tabel 4.3. Studi Produk Biofuel dengan Bakteri Metanotrof  
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Tipe I Insersi gen dan 
optimasi produksi 
2,3-butanediol 
6,36  (Nguyen et al., 
2018). 
4.2.1 Produksi Biometanol dengan Methylosinus trichosporium  
Biometanol merupakan produk kimia yang dapat digunakan sebagai bahan 
bakar alternatif yang ramah lingkungan serta menjadi bahan baku alternatif untuk 
memproduksi produk kimia dan biofuel lainnya. Bakteri metanotrof yang ditemukan 
baik untuk memproduksi metanol adalah Methylosinus trichosporium. Dalam galur 
murni bakteri metanotrof, perlu dilakukan optimasi untuk meningkatkan produksi 
metanol. Hal ini disebabkan oleh metanol yang dapat dikonversi menjadi produk 
lainnya oleh biokatalis dari bakteri metanotrof. Untuk optimalisasi produksi metanol, 
strategi yang berpotensi dapat dilakukan adalah dengan inhibisi enzim metanol 
dehidrogenase (MDH), menambah co-substrat untuk pertumbuhannya, maupun 
konstruksi sintetik MMO (Bennett et al., 2018).  
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4.2.1.1 Potensi Rekayasa Genetika untuk Optimasi Produksi Metanol  
Menurut (Averesch dan Kracke, 2018), P450 monooksigenase 
diekspresikan secara heterolog untuk memiliki fungsi yang sama dengan enzim 
MMO yang dimiliki oleh bakteri metanotrof. BM-3 sitokrom P450 
monooksigenase dari Bacillus megaterium diharapkan dapat ditambahkan 
pada jalur metabolisme metantrof untuk meningkatkan produksi metanol 
bersamaan dengan enzim MMO. Namun, penelitian terhadap rekayasa 
metabolisme terhadap produksi biometanol pada bakteri metanotrof masih 
terbatas. Dengan teknologi yang kian berkembang, keterlibatan biologi sintetik 
dengan CRISPR dan kombinasi metode mutagenesis lainnya dapat 
memberikan harapan baru untuk keberhasilan rekayasa metabolisme pada 
bakteri metanotrof.  
Selain itu, inaktivasi metanol dehidrogenase disebut dapat 
meningkatkan produksi metanol (Park dan Kim, 2019). Jalur metabolisme 
utama bakteri metanotrof menunjukkan bahwa metanol dehidrogenase 
merupakan enzim yang berfungsi mengonversi metanol menjadi formaldehid. 
Konversi metanol menjadi formaldehid selanjutnya memasuki tahap asimilasi 
metana sesuai tipe bakteri metanotrof. Inaktivasi enzim metanol dehidrogenase 
dapat dilakukan untuk menghambat produksi produk lainnya dan hanya 
memproduksi produk metanol. Rekayasa metabolisme dapat dilakukan dengan 
inaktivasi gen pengkode MDH (mxaF) berpotensi dapat dilakukan untuk 
menghambat produksi enzim metanol dehidrogenase. Gen mxaF ditemukan di 
semua jenis bakteri metanotrof sebagai gen yang mengkode α-subunit dari 
enzim metanol dehidrogenase. Gen mxaF juga digunakan sebagai penanda 
(biomarker) bakteri metanotrof untuk mempelajari keanekaragamaan pada 
bakteri metanotrof (Lau et al., 2013). Selain itu, inaktivasi gen pmoA yang 
mengkode metanol dehidrogenase pada beberapa jenis bakteri metanotrof juga 
dapat dilakukan. Penelitian terhadap rekayasa metabolisme untuk produksi 
metanol masih sedikit dilakukan. Meningkatkan produksi metanol pada bakteri 
metanotrof dapat dilakukan dengan optimalisasi faktor lingkungan. Namun, 
meningkatkan produksi metanol dapat lebih optimal apabila rekayasa 
metabolisme dan optimalisasi faktor lingkungan pertumbuhan juga dilakukan 
(Axelsson et al., 2012). 
4.2.1.2 Inhibisi Metanol Dehidrogenase 
Inhibisi enzim metanol dehidrogenase hingga saat ini dilakukan secara 
kimiawi, yaitu dengan bantuan senyawa yang dapat menghambat aktivitas 
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enzim tersebut. Oleh karena itu, oksidasi metanol dapat terhambat sehingga 
metanol dapat terkumpul. Contoh inhibitor bagi enzim metanol dehidrogenase 
yaitu antara lain dithiothreitol, fenilhidrazin, siklopropana, siklopropanol, agen 
pengkelat (EDTA), serta garam konsentrasi tinggi seperti natrium klorida 
(NaCl), amonium klorida (NH4Cl), dan fosfat (Park dan Kim, 2019). Aktivitas 
metanol dehidrogenase ditemukan sangat rendah dengan penambahan 
siklopropana dan siklopropanol. Namun, kedua senyawa tersebut bersifat 
anaerobik sehingga inhibisi metanol dehidrogenase bersifat tidak stabil dan 
tahan lama.  
Penelitian terhadap pengaruh penambahan garam konsentrasi tinggi 
terhadap aktivitas metanol dehidrogenase pada Methylosinus sporium juga 
telah dilakukan. Lingkungan untuk pertumbuhan M. sporium menggunakan 
media NMS (nitrat, mineral, garam) dengan 40% (v//v) metana:karbon dioksida 
(1:1), 60% (v/v) udara untuk memberikan kondisi aerob, serta penambahan 
beberapa inhibitor antara lain; 40 mM fosfat, 50 mM NaCl, 20 mM NH4Cl, dan 
150 M EDTA, secara terpisah (Yoo et al., 2015). Menurut hasil penelitian 
tersebut, garam konsentrasi tinggi menghambat konversi metanol menjadi 
formaldehid paling efektif. Optimasi penghambatan metanol dehidrogenase 
dilakukan dengan NaCl dan NH4Cl masing-masing konsentrasi 50 mM dan 20 
mM. Hasil penelitian menunjukkan bahwa konversi metanol menjadi 
formaldehid menurun hingga 89,9% dan 89,6%. Namun, ditemukan penurunan 
aktivitas pada enzim MMO 16% dan FDH 20% (Yoo et al., 2015). Penambahan 
garam konsentrasi tinggi dapat mempengaruhi interaksi elektrostatik antara 
molekul protein dengan transfer elektron antara metanol dehidrogenase 
dengan sitokrom c. Oleh karena itu, aktivitas metanol dehidrogenase terhambat 
(Park dan Kim, 2019). Penilitian inhibisi metanol dehidrogenase pada M. 
trichosporium OB3b juga dilakukan dengan penambahan 300 mM natrium 
klorida (NaCl) dan ditemukan bahwa aktivitas metanol dehidrogenase 
terhambat 100%, namun aktivitas pMMO juga ikut terhambat 50%. Dengan 
penambahan 200 mM natrium klordia pada M. trichosproium OB3b selama 36 
jam, terkumpul 7 mM metanol. Dalam kondisi lingkungan yang sama tanpa 
penambahan natrium klorida, tidak ditemukannya akumulasi metanol pada hasil 
isolat tersebut (Park dan Kim, 2019). 
Kombinasi sistem rekayasa metabolisme serta optimalisasi lingkungan 
pertumbuhan dengan penambahan senyawa inhibitor perlu dilakukan untuk 
meningkatkan produksi metanol pada bakteri metanotrof tanpa harus 
menghambat aktivitas enzim MMO dan mendapatkan produk metanol yang 
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maksimal. Contohnya, penelitian terhadap kondisi pH dan temperatur optimal 
dalam pertumbuhan bakteri metanotrof perlu dilakukan, khususnya dalam 
tahap oksidasi metana menjadi metanol. Methylosinus sporium ditemukan 
bahwa dapat tumbuh maksimal dan mengkosidasi metana menjadi metanol 
secara optimal pada suhu 35 oC. Apabila temperatur pada lingkungan mencapai 
lebih dari 40 oC, ditemukan penurunan aktivitas enzim MMO. Selain itu, enzim 
MMO memiliki aktivitas yang lebih tinggi pada pH netral dan basa. Untuk skala 
besar, optimasi yang dapat dilakukan lebih lanjut adalah dengan meningkatkan 
transfer massa gas-cair dan bakteri metanotrof pada bioreaktor (Park dan Kim, 
2019). 
4.2.1.2 Konstruksi MMO Sintetik dengan Biomimetika 
Teknologi perancangan MMO sintetik dapat menjadi salah satu pilihan 
untuk optimasi produksi biometanol oleh bakteri metanotrof. Dengan 
pengetahuan menyeluruh dari karakteristik fisik dan biokimia dari enzim MMO, 
konstruksi MMO sintetik dengan biomimetika berpotensi untuk meningkatkan 
efektivitas enzim MMO. Biomimetika melibatkan ilmu nanoteknologi dan 
bioteknologi modern untuk merekonstruksi enzim MMO menjadi MMO sintetik 
yang memiliki produktivitas yang sama maupun lebih baik (E. Bjorck et al., 
2018). Potensi dari konstruksi MMO sintetik adalah dapat menghasilkan 
produktivitas yang setara dengan isolat enzim murni dalam mengonversi 
metana serta memiliki stabilitas dalam proses termokimia yang stabil. Oleh 
karena itu, MMO sintetik diharapkan menghasilkan peningkatan terhadap laju 
reaksi, efisiensi konversi, serta memiliki toleransi yang baik terhadap kondisi 
lingkungan yang tidak stabil dan inhibitor yang dapat menghambat aktivitas 
enzim. 
4.2.2 Peningkatan Ekspresi Fosfoketolase pada Methylomicrobium buryatense 5GB1S 
untuk Meningkatkan Biomassa dan Produksi Lipid 
 Meningkatkan produksi lipid oleh Methylotuvimicrobium buryatense 5GB1C 
dapat dilakukan sehingga dapat digunakan untuk aplikasi dalam produksi biodiesel. M. 
buryatense memiliki dua jalur glikolisis yaitu jalur Emden-Meyerhof-Parnas (EMP) dan 
Entner-Doudoroff (ED). Pada tahap konversi 2 piruvat menjadi 2 asetil-KoA, terjadi 
dekarboksilasi dengan kehilangan 2 molekul karbon dioksida. Untuk meningkatkan 
hasil rendemen asetil-KoA, fruktosa-6-fosfat dapat menggunakan jalur fosfoketolase 
yang dapat diterapkan pada sistem metabolisme bakteri metanotrof dengan rekayasa 
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metabolisme. Jalur fosfoketolase menghasilkan tiga molekul asetil-KoA yang 
jumlahnya lebih banyak dibandingkan jalur EMP.  
Gen yang mengekspresikan enzim asetil-fosfat, fosfoketolase; 
fosfotranasetilase, asetat kinase, dan asetil kinase berperan penting dalam jalur 
fosfoketolase sebagai biokatalis. Plasmid yang digunakan untuk ekspresi fosfoketolase 
konstitutif diinsersi dan ligase dengan promoter Pmxa, pktA atau pktB untuk meregulasi 
ekspresi gen. Escherichia coli dalam penelitian ini digunakan untuk replikasi plasmid 
pAWP78 yang telah diinsersi dengan gen yang mengekspresikan enzim-enzim pada 
jalur fosfoketolase. Terminator rrnBT1T2 E. coli digunakan pada pAWP78 untuk 
menghasilkan pPKTA dan pPKTB.  Transformasi plasmid dilakukan secara 
konvensional yaitu konjugasi biparental dari E. coli ke M. buryatense 5GB1C. M. 
buryatense 5GB1C rekombinan diseleksi dengan media NMS yang diperkaya dengan 
antibiotik Kanamisin dan dikonfirmasi lebih lanjut dengan PCR (Henard et al., 2017). 
4.2.3 Rekayasa Metabolisme pada Methylomicrobium alcaliphilum 20Z untuk Produksi 
2,3-butanediol 
Usaha yang dilakukan pada bakteri metanotrof untuk memproduksi 2,3-
butanediol salah satunya adalah dengan rekayasa metabolisme yang dilakukan pada 
Methylomicrobium alcaliphilum 20Z. Potensi strategi yang dapat dilakukan adalah 
dengan induksi dan meningkatkan ekspresi gen yang mengkode enzim yang terlibat 
dalam sintesis piruvat menjadi 2,3-butanediol. Enzim yang berperan penting dalam 
sintesis 2,3-butanediol yaitu α-asetolaktat sintase (als), asetolaktat dekarboksilase 
(aldc) dan 2,3 butanediol dehidrogenase (bdh) (Nguyen et al., 2018). Gen tersebut 
dapat didapatkan melalui bakteri fermentatif yang menghasilkan 2,3-butanediol dalam 
sistem metabolismenya dengan proses fermentasi. Oleh karena itu, rekayasa 
metabolisme berperan penting dalam produksi 2,3-butanediol pada bakteri 
metanotrof.  
Dalam penelitian yang dilakukan (Nguyen et al., 2018), M. alcaliphilum 20Z 
didesain dengan rekayasa metabolisme yang sistematik sehingga dapat mengonversi 
metana menjadi produk yang diinginkan, yaitu 2,3-butanediol. Kultur M. alcaliphilum 
20Z ditumbuhkan pada media NMS 28 oC 230 rpm, ditambahkan gas metana dengan 
total 50% (v/v) sebagai sumber karbon utama, dan 1% metanol sebagai sumber 
karbon alternatif. Plasmid vektor yang digunakan pada penelitian ini yaitu pAWP89 
dan pCM433KanT. Kedua vektor plasmid dilinierkan dengan inversed-PCR 
menggunakan pasangan primer pAWP89 (forward dan reverse) dan pCM433KanT 
(forward dan reverse). Gen target yang diiduksi pada M. alcaliphilum 20Z diisolasi 
dari K. pneumoniae KCTC 2242, E. aerogenes KCTC 2190, serta B. substilis KCTC 
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2210. Ketiga gen target yang mensintesis 2,3-butanediol tersebut masing-masing 
diamplifikasi dan diinduksikan pada plasmid pAWP89 linier. Transformasi plasmid 
rekombinan pAWP89 dilakukan dengan metode elektroporasi pada transkonjugan M. 
alcaliphilum 20Z. Delesi gen tanpa penanda juga dilakukan dengan mengamplifikasi 
600-800 bp sekuen gen yang mengapit gen target dari M. alcaliphilum 20Z dan 
diligasikan pada plasmid pCM433KaNT linier. Tranformasi plasmid rekombinan 
pCM433KanT ke M.alcaliphilum 20Z menggunakan teknik elektroporasi. Selanjutnya, 
plasmid rekombinan yang berhasil disisipkan pada M. alcaliphilum 20Z dapat tumbuh 
pada media seleksi antibiotik dengan konsentrasi 50 µg/ml Kanamisin. Untuk memilih 
plasmid rekombinan double crossover, dilakukan seleksi pada media yang 
mengandung 1% sukrosa dan dikonfirmasi lebih lanjut menggunakan PCR (Nguyen 
et al., 2018).  
Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa keberhasilan transformasi 
menggunakan teknik elektroporasi didapatkan pada M. alcaliphilum 20Z yang telah 
berhasil disisipkan plasmid rekombinan yang mengandung klaster gen dari K. 
pneumonia (Nguyen et al., 2018). Gen klaster dalam satu operon K. pneumoniae 
(budABC) tersusun atas gen budA yang mengkode asetolaktat dekarboksilase, budB 
yang mengkode α-asetolaktat sintase, dan budC yang mengkode 2,3 butanediol 
dehidrogenase. Dengan penambahan 1% metanol sebagai sumber karbon M. 
alicaliphilum 20Z, ditemukan peningkatan dari 35.66± 0.56 mg/L menjadi 63.6± 0.76 
mg/L 2,3-butanediol. Namun, 2,3-butanediol tidak dihasilkan pada M.alicaliphilum 
20Z yang mengandung gen spesifik tersebut pada B. substilis dan E. aerogenes  
(Nguyen et al., 2018). Hal yang dapat menyebabkan hal tersebut terjadi adalah B. 
substilis yang hanya memiliki 2 gen spesifik yaitu budA yang mengkode asetolaktat 
dekarboksilase dan budB yang mengkode α-asetolaktat sintase sehingga 
rekonstruksi jalur metabolisme M. alcaliphilum 20Z tidak sempurna dan tidak dapat 
menghasilkan 2,3-butanediol. Klaster gen (budABC) yang digunakan dari E. 
aerogenes sama dengan K. pneumonia, namun kemungkinan besar yang terjadi 
adalah hasil ekspresi gen yang dihasilkan dari klaster gen E. aerogenes sangat 
rendah sehingga tidak didapatkan akumulasi 2,3-butanediol.  
Usaha selanjutnya yang dapat dilakukan untuk produksi 2,3-butanediol adalah 
optimasi ekspresi klaster gen (budABC) pada M. alcaliphilum 20Z serta mengatur 
kondisi optimal dalam bioreaktor untuk produksi dalam skala besar. Bantuan 
promoter yang meregulasi ekspresi gen klaster tersebut perlu dilakukan untuk 
optimasi ekpresi. Oleh karena itu, operon K. pneumonia yang diregulasi oleh lanjut 
promoter Pabc dan regulator ekspresi transkripsi LysR perlu diuji ekspresinya lebih 
lanjut. Perbandingan plasmid yang disisipkan promoter Pabc untuk regulasi ekspresi 
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gen 2,3-butanediol dengan promoter PmxaF dan Ptac untuk optimalisasi ekspresi gen 
metanol dehidrogenase dan gen heterolog perlu dilakukan untuk mengetahui 
pendekatan yang tepat untuk meningkatan ekspresi gen dalam jalur metabolisme M. 
alcaliphilum 20Z hasil rekayasa genetika. Menurut penelitian (Nguyen et al., 2018), 
ditemukan bahwa promoter Pabc belum berhasil dalam meningkatkan ekspresi gen 
yang terlibat dalam konversi piruvat menjadi 2,3-butanediol. Namun, promoter Ptac 
berhasil meningkatkan ekspresi gen asing pada bakteri metanotrof pada penelitian ini 
maupun penelitian lainnya (Puri et al., 2015; Demidenko et al., 2017; Nguyen et al., 
2018).   
Meningkatkan produksi 2,3-butanediol juga dapat dilakukan dengan 
mengubah jalur konversi flux karbon flux dari piruvat menuju ke jalur produksi 2,3-
butanediol. Strategi yang berpotensi dapat dilakukan adalah dengan menggunakan 
gen yang terlibat dalam sintesis 2,3-butanediol dari sumber yang berbeda (Nguyen et 
al., 2018). Gen yang masing-masing memiliki ekspresi yang tinggi dari sumber yang 
berbeda diharapkan dapat berhasil meningkatkan produksi 2,3-butanediol. Dalam 
produksi 2,3-butanediol skala besar, bioreaktor yang dapat digunakan berupa 
bioreaktor fed-batch (Nguyen et al., 2018). Hal ini dapat disebabkan oleh kondisi 
lingkungan yang mudah diatur sesuai karakteristik bakteri metanotrof, yaitu 
membutuhkan oksigen untuk pertumbuhan maksimal dan oksidasi metana serta 
menggunakan metana sebagai sumber karbon yang akan dikonversi menjadi produk 
yang diinginkan dalam kondisi oksigen yang minimum. Oleh karena itu, bioreaktor 
fed-batch cocok digunakan untuk produksi skala besar dari 2,3-butanediol.  Optimasi 
dalam bioreaktor perlu dilakukan karena faktanya bahwa rendahnya transfer massa 
gas-cair menjadi hambatan pertumbuhan bakteri metanotrof. Upaya yang dilakukan 
adalah penelitian terhadap penggunaan bioreaktor membran yang dapat mengalirkan 
metana dan oksigen secara terpisah. Gas tersebut dapat dialirkan melalui membran 
dari bioreaktor tersebut sehingga memberikan area permukaan yang lebih luas, tidak 
terbentuknya gelembung, serta transfer massa gas-cair dapat terjadi secara optimal 
(Park dan Kim, 2019).  
4.2.4 Rekayasa Metabolisme Methylococcus capsulatus untuk Produksi Isobutanol  
Isobutanol sebagai salah satu bahan bakar alternatif dapat dihasilkan oleh 
bakteri metanotrof hasil rekayasa genetika. Penggunaan bakteri metanotrof untuk 
produksi isobutanol memberikan peluang baik bagi industri biofuel dalam 
memanfaatkan metana sebagai bahan baku yang harganya yang relatif lebih murah 
dibandingkan bahan baku berbasis polisakarida. Penelitian terhadap produksi 
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isobutanol pada bakteri metanotrof masih terbatas, namun rekayasa metabolisme 
Methylococcus capsulatus telah dilakukan.  
Desain jalur metabolisme bakteri metanotrof untuk menghasilkan isobutanol 
ditunjukkan pada gambar 4.3. Rekayasa metabolisme dilakukan pada M. capsulatus 
Bath dan M. trichosporium OB3b dengan berbagai kemungkinan kombinasi gen 
spesifik dari L. lactis, S. cerevisiae, dan C. acetobutylicum. Pada M. capsulatus Bath, 
jalur metabolisme melibatkan dua gen maupun lima gen lengkap pengkode enzim 
untuk produksi isobutanol. Jalur yang hanya melibatkan dua gen hanya melibatkan 
gen pengkode asam keto dekarboksilase (kdc) dan alkohol dehidrogenase (adh) 
dengan mengonversi asam keto menjadi isobutanol. Plasmid rekombinan berhasil 
diinsersi dan mengekspresikan gen adh dan kdc pada M. trichosporium OB3b dan M. 
capsulatus Bath. Upaya optimalisasi ekspresi gen kdc dan adh dilakukan dengan 
bantuan promoter yang dimiliki L. lactis, S. cerevisiae, dan C. acetobutylicum untuk 
meregulasi dan meningkatkannya. Dalam penelitian tersebut, galur rekombinan M. 
capsulatus Bath dan M. trichosporium OB3b tumbuh baik dengan penambahan 2 g/L 
asam 2-ketoisovalerik dan memproduksi isobutanol. Hasil terbaik didapatkan dari 
kombinasi ekspresi gen asam keto dekarboksilase M. capsulatus dan promoter 
S.cerevisiae ADH6 yang memproduksi 0,22 g/L isobutanol  (Lee et al., 2019). Jalur 
metabolisme yang melibatkan lima gen yang mengekspresikan enzim untuk sintesis 
isobutanol pada M. capsulatus Bath dapat mengonversi piruvat menjadi isobutanol. 
Gen yang mengkode alkohol dehidrogenase (adh) dari S. cerevisiae disisipkan pada 
M. capsulatus Bath. Optimalisasi ekspresi lima gen yang terlibat dioptimasi dengan 


































Gambar 4.3. Jalur metabolisme bakteri metanotrof dalam memproduksi isobutanol.  aLsS, 
asetolaktat sintase; ilvC, asam-keto reduktoisomerase; kdc, 2-asam keto 
dekarboksilase; ilvD, asam dihidroksi dehidratase; adh, alkohol dehidrogenase 
(Lee et al., 2019).  
 
4.3 Keterbatasan Bakteri Metanotrof dalam Produksi Biofuel 
 Walaupun telah dilakukan penelitian mendalam terhadap bakteri metanotrof, masih 
terdapat pengetahuan yang belum diketahui dan membatasi keberhasilan dari rekayasa 
metabolisme bakteri metanotrof saat ini. Hingga saat ini, belum diketahui asal dari donor 
elektron pMMO, komponen serta transfer elektron yang terlibat pada sistem oksidasi metana, 
serta pengaturan flux karbon. Selain itu, kemampuan asimilasi metana pada galur murni 
bakteri metanotrof umumnya perlu ditingkatkan kembali untuk memaksimalkan jumlah 
konversi metana menjadi produk yang diinginkan. Pengetahuan terhadap bagaimana bakteri 
metanotrof dapat hidup pada kondisi lingkungan yang ekstrem juga masih belum diketahui 
secara mendalam (Kalyuzhnaya et al., 2015). Hasil isolasi bakteri dari kondisi lingkungan 
yang beragam menunjukkan bakteri metanotrof yang memiliki kebutuhan kadar nitrogen 
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maupun sulfur, kadar oksigen, hidrogen, maupun komponen organik lainnya yang berbeda-
beda. Keterbatasan yang dimiliki bakteri metanotrof galur murni serta metabolisme lengkap 
yang sulit diidentifikasi menjadi penghambat dalam rekayasa metabolisme. Dengan potensi 
yang besar bagi bakteri metanotrof pada industri biofuel, keterbatasan dari bakteri metanotrof 
perlu diatasi sehingga dapat memaksimalkan kemampuan bakteri metanotrof dengan 
rekayasa metabolisme.   
4.3.1 Donor Elektron Enzim pMMO 
 Seperti yang disebutkan sebelumnya, proses metabolisme bakteri metanotrof 
diawali dengan proses oksidasi metana dengan bantuan enzim pMMO. Enzim 
sitrokrom c oksidase juga berperan sebagai enzim yang digunakan untuk transport 
elektron. Namun, sumber donor elektron bagi pMMO belum diketahui lebih dalam. 
Amonia monooksigenase yang merupakan homolog dari pMMO merupakan enzim 
yang dapat mengoksidasi metana dan memiliki komposisi polipeptida yang sama 
dengan pMMO (Culpepper and Rosenzweig, 2012). Dengan kesamaan yang dimiliki 
pMMO dengan amonia monooksigenase, diperkirakan bahwa keduanya memiliki 
donor elektron yang sama. Menurut (Kalyuzhnaya, Puri and Lidstrom, 2015). Donor 
elektron bagi pMMO diduga berupa ubiquinol (Q8H2). Hal ini disebabkan oleh 
diketahuinya duroquinol berperan pada enzim pMMO secara in vivo dan quinol 
endogen (UQH2) berperan pada enzim amonia monooksigenase secara in vivo. 
Namun, sumber elektron untuk mereduksi ubiquinon menjadi ubiquinol belum 
diketahui. Mengacu pada enzim amonia monooksigenase, elektron dari oksidasi 
metanol digunakan untuk mereduksi ubiquinon. Enzim yang berperan dalam 
mengoksidasi metanol yaitu metanol dehidrogenase dengan bantuan koenzim PQQ 
serta dengan enzim sitokrom c. Pada beberapa jenis bakteri metanotrof, terdapat 
membran yang mengandung heme juga ditemukan formaldehid dehidrogenase yang 
merupakan sumber elektron untuk mereduksi ubiquinon menjadi ubiquinol 
(Kalyuzhnaya et al., 2015). 
Dengan beberapa prediksi sumber donor elektron bagi pMMO, biaya, 
rendemen, maupun perbandingan antara oksigen dengan metana yang dibutuhkan 
juga berbeda.  Kondisi lingkungan dapat mempengaruhi sumber elektron donor yang 
digunakan oleh pMMO. Direct coupling oksidasi metanol perlu dilakukan untuk 
meningkatkan proses konversinya karena penempatan pMMO yang bersamaan 
dengan metanol dehidrogenase perlu dilakukan serta rasio oksigen dengan metana 
yang rendah. Selain itu, sumber elektron donor yang berasal dari formaldehid 
dehidrogenase pada beberapa jenis bakteri metanotrof perlu melibatkan 
penambahan format untuk meningkatkan laju oksidasi metana dan meningkatkan 
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produksi metanol (Kalyuzhnaya et al., 2015). Hingga saat ini, donor elektron bagi 
pMMO masih belum dapat dipastikan sumber pastinya. Dengan mengetahui 
beberapa kemungkinan sumber donor elektron bagi pMMO, rekayasa metabolisme 
dapat mempertimbangkan beberapa kemungkinan tersebut untuk menganalisa 
sistem metabolisme bakteri metanotrof lebih lanjut.  
4.3.2 Komponen Transport Elektron 
 Donor elektron bagi pMMO yang belum diketahui secara pasti menunjukkan 
bahwa komponen transport elektron pada metabolisme bakteri metanotrof yang 
lengkap masih perlu diteliti lebih lanjut. Komponen yang terlibat dalam transport 
elektron dapat diduga melalui sekuen DNA seperti gen pengkode enzim tertentu 
maupun promoter yang terlibat (Kalyuzhnaya, Puri and Lidstrom, 2015). Namun, 
validasi yang lebih akurat pada komponen yang terlibat dalam transport elektron 
bakteri metanotrof dapat dilakukan dengan studi genetika, fisiologis, serta biokimia. 
Hal ini perlu dilakukan untuk mengetahui komponen-komponen yang berperan dalam 
menggabungkan oksidasi senyawa karbon (C1) dengan metabolisme energi. 
Komponen transport elektron yang belum diketahui secara lengkap menyebabkan 
ketidakpastian dalam keseimbangan NADPH dan ATP pada sel bakteri metanotrof 
tersebut (Kalyuzhnaya, Puri and Lidstrom, 2015). Oleh karena itu, keberhasilan 
rekayasa metabolisme sulit tercapai karena kurangnya informasi pada proses 
transport elektron bakteri metanotrof.  
4.3.3 Jalur Asimilasi Metana 
 Seperti yang kita ketahui, jenis bakteri metanotrof yang berbeda memiliki jalur 
asimilasi metana yang juga berbeda. Dengan target produk yang diinginkan, kita 
dapat mempertimbangkan jalur asimilasi metana yang dimilikinya untuk dilakukan 
rekayasa metabolisme lebih lanjut. Hal ini disebabkan karena flux intermediet 
(intermediate flux) pada setiap jalur asmilasi metana juga berbeda (Kalyuzhnaya, Puri 
and Lidstrom, 2015). Oleh karena itu, jalur asimilasi metana masih perlu diteliti lebih 
lanjut.  
Jalur asimilasi metana pada bakteri metanotrof pada umumnya melibatkan 
siklus ribulosa monofosfat (RuMP) dan siklus serin. Siklus RuMP memiliki intermediet 
berupa gula fosfat dan pada siklus serin memiliki intermediet berupa asam amino, 
intermediet CoA, serta intermediet dari siklus TCA. Menurut (Kalyuzhnaya et al., 
2013), Methylomicrobium sp. dan Methylomonas sp., yang merupakan bakteri 
metanotrof kelompok I, ditemukan memiliki jalur asimilasi yang lebih efisien yaitu 
melalui jalur Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). Kedua galur tersebut dianalisa 
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menggunaan pelabelan isotop 13C dimana ditemukan piruvat yang disintesis melalui 
jalur EMP tersebut dalam kondisi lingkungan yang mengandung metana dan oksigen. 
Kondisi lingkungan, seperti komposisi oksigen dan metana, dapat mempengaruhi 
jalur asimilasi metana di mana komposisi nutrisi yang berbeda dapat mempengaruhi 
aliran karbon. Oleh karena itu, terjadi kesulitan dalam rekayasa metabolisme 
pendekatan jalur asimilasi metana di mana faktor nutrisi dan target produk yang 
berbeda juga dapat mempengaruhi flux intermediet yang dihasilkan dan terlibat.   
Jalur asimilasi metana dengan siklus serin pada bakteri metanotrof dapat 
digabungkan dengan jalur ethylmalonyl-coenzyme A (EMC). Hal ini ditemukan pada 
bakteri metanotrof aerob obligat yaitu Methylosinus trichosporium OB3b, serta aerob 
fakultatif yaitu Methylocystis sp. SB2 dan Methylocella silvestris (Yang et al., 2013; 
Crombie dan Murrell, 2014). Selain itu, bakteri metanotrof yang menggunakan siklus 
serin dipengaruhi oleh proses fiksasi karbon dioksida. Penelitian menunjukkan bahwa 
proses fiksasi karbon dioksida menyumbang 50% karbon pada sel dari total 340% 
(Yang et al., 2013).  
Bakteri metanotrof kelompok Alfaproteobakteria (tipe II) memiliki pertumbuhan 
yang rendah pada metana dibandingkan dengan kelompok Gammaproteobakteria 
(tipe I dan X) (Kalyuzhnaya et al., 2013). Pengembangan jalur asimilasi metana dapat 
difokuskan pada bakteri metanotrof kelompok Gammaproteobakteria (tipe I dan X). 
Namun, kelompok Alfaproteobakteria memiliki metabolit yang berpotensi dalam 
industri biofuel. Kelompok Alfaproteobakteria memiliki flux yang tinggi dari Asetil-KoA, 
Krotonil-KoA, dan lainnya yang dapat diaplikasikan dalam proses produksi biofuel 
(Dedysh dan Dunfield, 2011). Oleh karena itu, jalur asimilasi juga perlu diteliti lebih 
lanjut dalam kelompok Alfaproteobakteria walaupun memiliki tingkat kesulitan yang 
lebih tinggi dan relatif lebih mahal.   
4.3.4 Pemanfaatan Metanol 
 Pertumbuhan sel yang signifikan ditemukan pada kondisi lingkungan yang 
mengandung metana dibandingkan metanol. Namun, ditemukan bahwa penggunaan 
energi pada oksidasi metana lebih rendah dibandingkan bakteri metanotrof yang 
hidup pada lingkungan yang mengandung metanol (Kalyuzhnaya, Puri and Lidstrom, 
2015). Penggabungan energi (energy coupling) terjadi pada bakteri metanotrof yang 
tumbuh pada kondisi lingkungan yang mengandung metana sehingga energi yang 
digunakan lebih efisien. 
Bakteri metanotrof pada lingkungan yang mengandung metana menghasilkan 
enzim pMMO yang berinteraksi dengan enzim metanol dehidrognase sehingga terjadi 
penggabungan energi dari kedua enzim tersebut. Metanol dehidrogenase yang 
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berinteraksi dengan enzim pMMO ditemukan pada bagian periplasma dari membran 
intrasitoplasmik (ICM) (Culpepper dan Rosenzweig, 2012). Struktur dari membran 
intrasitoplasmik dapat meningkatkan terbentuknya interaksi enzim pMMO dan 
metanol dehidrogenase yang terbilang kompleks. Ketika interaksi pMMO dan metanol 
dehidrogenase terbentuk, transfer elektron dapat terjadi secara langsung dari 
oksidasi metanol ke metana. Menurut (Culpepper and Rosenzweig, 2012), telah 
ditemukan bahwa terdapat protein tambahan yang terlibat dan berinteraksi dengan 
kompleks pMMO-metanol dehidrogenase pada sistem coupling. Kondisi yang 
berbeda ditemukan pada bakteri metanotrof yang hidup pada metanol. Enzim pMMO 
dan membran intrasitoplasmik (ICM) tidak dihasilkan. Selain itu, enzim metanol 
dehidrogenase ditemukan pada bagian periplasma dari membran sitoplasmik. 
Dengan mengidentifikasi protein tersebut, diharapkan dapat melengkapi 
pengetahuan jalur transfer elektron dari bakteri metanotrof yang memanfaatkan 




























Keuntungan dan pemanfaatan metana sebagai bahan baku untuk industri biofuel 
adalah jumlah yang melimpah, harga bahan baku yang relatif lebih murah, dan dapat 
mengubah emisi gas metana yang memberikan kerugian bagi lingkungan menjadi 
keuntungan bagi kebutuhan bahan bakar. Dengan keterlibatan bakteri metanotrof, 
metabolisme dasar yang dimiliki kelompok bakteri tersebut dapat mengonversi metana 
menjadi berbagai senyawa yang bermanfaat dalam kehidupan manusia, termasuk di industri 
biofuel. Namun, masih terdapat beberapa tantangan dan keterbatasan yang dimiliki bakteri 
metanotrof sehingga aplikasinya dalam industri biofuel masih dalam tahap penelitian awal. 
Bakteri metanotrof galur murni yang ditemukan di alam memiliki tingkat asimilasi metana 
yang masih rendah, produktivitas dari enzim maupun pertumbuhan sel yang rendah, serta 
jenis produk yang dihasilkan sangat banyak namun dalam jumlah yang sedikit.  
Bakteri metanotrof utama yang terbukti digunakan untuk memproduksi produk biofuel 
yaitu Methylococcus capsulatus, Methylomicrobium alcaliphilum, Methylomicrobium 
buryatense, dan Methylosinus trichosporium. Dengan memahami jalur metabolisme dasar 
dari bakteri metanotrof tersebut, rekayasa metabolisme dapat dilakukan dengan mengubah 
jalur flux metabolisme karbon menjadi produk spesifik yang diinginkan. Insersi gen yang 
mengkode enzim spesifik, inaktivasi ekspresi gen yang mengkode enzim lain dalam 
menghasilkan produk antara lainnya, serta meningkatkan ekspresi dengan bantuan regulator 
dapat dilakukan. Peluang dalam rekayasa metabolisme pada bakteri metanotrof dalam 
memproduksi biofuel dapat dilakukan dengan meningkatkan asimilasi metana, meningkatkan 
konversi flux karbon menjadi asetil-KoA dan piruvat, memanfaatkan jalur fosfoketolase untuk 
produksi biomassa lipid (biodiesel), dan inhibisi metanol dehidrogenase untuk meningkatkan 
produksi metanol. Untuk optimasi produktivitas bakteri metanotrof, faktor lingkungan maupun 
pemilihan bioreaktor dalam skala besar juga dilakukan untuk mendapatkan produk biofuel 
yang maksimal. 
Penelitian terhadap rekayasa jalur metabolisme pada bakteri metanotrof untuk 
memproduksi biofuel telah dilakukan. Inhibisi enzim metanol dehidrogenase dapat dilakukan 
agar meningkatkan produksi metanol tanpa dikonversi menjadi formaldehid lebih lanjut. 
Insersi gen pengkode enzim fosfoketolase pada M. buryatense berhasil dilakukan sehingga 
pemanfaatan jalur fosfoketolase dapat dilakukan untuk meningkatkan rendemen Asetil-KoA. 
Dalam memproduksi bahan bakar alternatif, rekayasa metabolisme berhasil dilakukan pada 
M. alcaliphilum 20Z dengan insersi klaster gen dari K. pneumonia yang dapat mengonversi 
asetolaktat menjadi 2,3-butanediol. Peningkatan ekspresi gen asing pada M. alcaliphilum 
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20Z berhasil dilakukan dengan bantuan promoter Ptac.Selain itu, produksi isobutanol oleh M. 
capsulatus Bath berhasil dilakukan dengan keterlibatan enzim asetolaktat sintase, asam-keto 
reduktoisomerase, 2-asam keto dekarboksilase; asam dihidroksi dehidratase, dan alkohol 
dehidrogenase. Gen adh yang mengkode alkohol dehidrogenase dari S. cerevisiae berhasil 
diinsersi ke M. capsulatus Bath dan menghasilkan isobutanol dengan penambahan promoter 
J23100. Isobutanol juga dapat dihasilkan dengan penambahan asam 2-ketoisovalerik, 
induksi ekspresi asam keto dekarboksilase M. capsulatus Bath, dan penggunaan promoter 
S. cerevisiae ADH6.  
5.2 Saran 
 Sistem rekayasa metabolisme dengan kombinasi biologi sintetik, sistem biologi, dan 
teknologi rekayasa genetika semaksimal mungkin dilakukan untuk menghasilkan bakteri 
metanotrof dengan karakteristik yang paling optimal dalam memproduksi bahan bakar 
alternatif. Studi OMICS pada bakteri metanotrof perlu dilakukan secara maksimal karena 
informasi yang kurang lengkap terkait jalur transport elektron bakteri metanotrof. Penelitian 
terhadap teknologi yang canggih untuk rekayasa genetika seperti CRISPR/Cas9 dan teknik 
rekayasa genetika lainnya pada bakteri metanotrof untuk meningkatkan keberhasilan dan 
efisiensi waktu perlu dilakukan lebih lanjut. Selain itu, studi terhadap kondisi lingkungan dan 
bioreaktor yang tepat untuk kultur metanotrof dapat dilakukan sehingga produksi biofuel 
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